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1 Einleitung  
1.1 Mitochondrien 
Mitochondrien sind Organelle
ßen- (OM) und der Innenmembran (IM)
meter breiten Intermembranraum (IMS) nach außen vom 
IMS und die zentrale mitochondriale Matr
eingeteilt werden, 1. die innere 
weit in die Matrix hineinragende Ein
rien entstanden durch die
α-Proteobakterien [1], welche 
Energie in Form von Adenosintriphosphat
werden in Mitochondrien u. a. 
[2], Fettsäuren oxidiert und die Calc
schen Ursprungs verfügen Mitochondrien über ein
1 % der mitochondrialen Proteine kodiert 
Lauf der Evolution in die nukleäre
Somit werden in etwa 99 % der mitochondrialen Proteine im 
anschließend in das entsprechende 
Abbildung 1: Transportwege des mitochondrialen Proteinimports
Das Schema zeigt die unterschiedlichen Komplexe des MPI und die Importwege spezifischer Substra
proteine in Opisthokonten. Variiert nach Mocranjac
 
                                                                   
1 
n eukaryotischer Zellen, welche von zwei Membranen, der A
, umschlossen sind. Die OM grenzt den wenige Nan
Zytosol ab, wohingegen die IM den 
ix separiert. Die IM kann weiterhin
Grenzmembran (IBM), welche parallel zur OM verläuft
stülpungen der IM, die sogenannten Cristae.
 Endosymbiose von anaeroben Vorläuferzellen mit aeroben 
der anaeroben Vorläuferzelle durch oxidative Phosphorylierung 
 (ATP) bereitstellen. Neben d
essentielle Eisen-Schwefel-Cluster (FeS
iumhomöostase reguliert. Aufgrund ihres
 eigenes Genom, welches jedoch nur 
[3]. Der Großteil der Proteobakterien
 Desoxyribonukleinsäure (DNS) der Wirtszellen integriert







 in zwei Bereiche 






gene wurde im 
. 
müssen 
 werden.  
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1.2 Mitochondrialer Proteinimport in Opisthokonten 
Der mitochondriale Proteinimport (MPI) wurde in den letzten Jahren zum größten Teil an Opis-
thokonten - wie Pilzen und Menschen - sowie Pflanzen untersucht. Anhand von spezifischen 
Signalsequenzen werden die kernkodierten Proteine in die entsprechenden Kompartimente 
der Mitochondrien importiert. Dabei wird zwischen N-terminalen und internen Signalsequen-
zen unterschieden. N-terminale Signalsequenzen bestehen aus einigen positiv geladenen 
Aminsosäuren und bilden eine amphipathische Helix aus, die den Import von Proteinen in die 
mitochondriale Matrix ermöglicht [5, 6]. Nach Erreichen des Kompartiments wird die Signalse-
quenz gewöhnlich durch die mitochondriale Prozessierungs-Peptidase (MPP) abgespalten [7], 
wohingegen die weniger gut erforschten internen Signalsequenzen in der Regel nicht prozes-
siert werden. Der Import der Präproteine in die Mitochondrien ist aufgrund der Kompartimen-
tierung sehr komplex und benötigt spezifische Maschinerien. Bisher wurden sechs verschie-
dene Proteinimportkomplexe identifiziert: Der TOM- (Translokase der Außenmembran) sowie 
der TOB- (Topogenese von Außenmembran β-Barrel-Proteinen) Komplex in der OM, die 
Komplexe TIM23 (Translokase der mitochondrialen Innenmembran), TIM22 und OXA1 (Oxi-
dase Assemblierung) in der IM sowie das Mia- (Mitochondrialer Intermembranraumimport und 
Assemblierung) Erv- (Essenziell für Respiration und Viabilität) Disulfidbrückentransfersystem 
im IMS. 
1.2.1 Klassische Translokasen der mitochondrialen Außenmembran 
Die OM der Mitochondrien enthält sogenannte Porine, die für niedermolekulare Moleküle 
durchlässig sind. Proteine können Porine jedoch nicht passieren, sondern werden über den 
TOM-Komplex durch die OM transportiert. Dieser besteht zum einen aus den primären Rezep-
tormolekülen Tom20, welches vor allem mit der Hydrophoben Seite der N-terminalen Signal-
sequenzen interagiert, Tom70, welches interne Signalsequenzen erkennt [8], und Tom22 [9]. 
Die durch Tom20 und Tom70 erkannten Proteine werden über Tom22 und die kleinen-Tom-
Proteine Tom5-7 zum zentralen β-Barrel-Protein Tom40 weitergeleitet. Dieses bildet 2-3 Poren 
von etwa 22 Å aus, durch welche die Präproteine die OM passieren [10, 11]. Der TOM- Komp-
lex ist ebenfalls an der Insertion von integralen Proteinen der OM beteiligt, der einzigen 
Membran in eukaryotischen Zellen, welche abgesehen von Chloroplasten β-Barrel-Proteine 
enthält. Diese Proteine werden von den TOM-Komplex-Rezeptorproteinen, besonders Tom20, 
erkannt und über den TOM-Komplex in den IMS transportiert [12-15]. Dort interagieren sie mit 
den kleinen Tim Proteinkomplexen [9, 16, 17], bis sie über den TOB-Komplex in die Außen-
membran insertiert werden. Der TOB-Komplex besteht aus der Hauptkomponente Tob55 so-
wie Tob38 und Mas37. Letzteres ist an der Freisetzung der Substratproteine aus dem Komp-
lex beteiligt [18-22]. Der TOB-Komplex assoziiert dynamisch mit verschiedenen weiteren Pro-
teinen wie Mdm10 und Mim1. Diese sind an der Insertion von C-terminal bzw. N-terminal in 
der Membran verankerten helikalen Proteinen sowie dem Aufbau des TOM-Komplexes betei-
ligt [23-27]. Des Weiteren ist der TOB-Komplex an der Insertion kleiner, helikaler TOM Kom-
ponenten in die OM beteiligt [28, 29].  
Daneben wurde ein weiterer Importmechanismus für Proteine mit multiplen Transmembran-
domänen (TMD) postuliert, der unabhängig von der zentralen TOM Pore sowie dem TOB 
Komplex ist. Lediglich eine Beteiligung von Tom70 und Mim1 wurde nachgewiesen [30]. 
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1.2.2 Klassische Translokasen der mitochondrialen Innenmembran 
Der TIM23-Komplex ermöglicht den Transport von Präproteinen mit N-terminaler Signalse-
quenz in die Matrix, oder deren Insertion in die IM. In letzterem Fall folgt der N-terminalen 
amphipathischen Signalsequenz eine hydrophobe Domäne. Dadurch kommt es zum Stopp 
der Translokation und zur Insertion der Domäne in die Membran [31, 32]. Anschließend wird 
die Signalsequenz durch MPP prozessiert und das IMS Protein bleibt in der IM verankert. In 
einigen Fällen wird die TMD proteolytisch durch die Innenmembranpeptidase (IMP) abgetrennt 
und das Protein in den IMS freigesetzt [31, 33, 34]. Der TIM23-Komplex besteht aus den ho-
mologen Proteinen Tim17 und Tim23 und dem Rezeptorprotein Tim50 sowie den regulatori-
schen Untereinheiten Pam17 und Tim21 [35]. Die Translokation der positiv geladenen Signal-
sequenz erfordert das Membranpotential über die IM als Antrieb [36]. Durch einen Importmo-
torkomplex in der Matrix, dessen Hauptkomponente mitochondriales Hsp70 ist, wird das Pro-
tein in einem durch ATP-Hydrolyse angetriebenen Prozess vollständig in die Matrix importiert 
[37, 38]. Polytope Proteine der IM mit mehreren TMD und internen Signalsequenzen werden 
über den TIM22-Komplex importiert [39-42]. Die Proteine assoziieren nach dem Transfer 
durch die OM mit hexameren Komplexen aus den Proteinen Tim8/13 bzw. Tim9/10. Diese 
Assoziation verhindert eine Aggregation der hydrophoben Proteine im IMS bis zum Import in 
die IM [43, 44]. Die Insertion erfolgt membranpotentialabhängig über Tim22 [45, 46]. Eine wei-
tere Gruppe von Proteinen, welche sowohl kern- als auch mitochondrial kodierte Proteine um-
fasst, wird von der Matrix über den OXA-Komplex in die IM insertiert. Zu dieser Gruppe gehö-
ren vor allem Proteine der Atmungskettenkomplexe [47-50]. 
1.2.3 Das Mia-Erv-Disulfidtransfersystem 
Alle Proteine des IMS sind kernkodiert und werden über verschiedene Wege in das Kompar-
timent transportiert. Der Import von Proteinen mit zweiteiligen N-terminalen Signalsequenzen 
wurde bereits in Kapitel 1.2.2 besprochen. Eine weitere Gruppe von Proteinen umfasst kleine 
Proteine, welche in ungefaltetem Zustand den TOM-Komplex, unabhängig von dessen Rezep-
toren, in beide Richtungen passieren können [51, 52]. Dabei wird die ungefaltete Form in 
einigen Fällen durch die Bindung von Zinkionen stabilisiert [53]. Der Import dieser Proteine 
ist energetisch nicht von ATP und dem Membranpotential abhängig, sondern beruht auf der 
Faltung dieser Proteine im IMS durch Ausbildung von Disulfidbrücken oder der Bindung von 
Cofaktoren (Folding-trap-Mechanismus) [51]. So wird z. B. durch die Cytochrom c-Hämlyase 
eine Hämgruppe auf Cytochrom c [54-57], oder durch Ccs1 eine Disulfidbrücke sowie Kupfer-
ionen auf Sod1 übertragen [58, 59]. Eine spezielle Gruppe von Proteinen mit konservierten 
Zwillings-Cx3C- oder Zwillings-Cx9C-Motiven faltet sich aufgrund der Übertragung von Disul-
fidbrücken durch das Mia-Erv-Disulfidtransfersystem im IMS. Dabei interagiert Mia40 über ein 
CPC-Motiv am N-Terminus mit den Substratcysteinen und oxidiert diese. Durch diesen Pro-
zess wird Mia40 selbst in eine reduzierte, inaktive Form umgewandelt und in einer Folgereak-
tion durch Erv1 reoxidiert. Dabei werden Elektronen vom Substrat über Mia40 auf Erv1 über-
tragen. Erv1 überträgt die Elektronen anschließend über seinen Cofaktor Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD) auf Cytochrom c [60-65]. Die Substrate dieses Systems umfassen sowohl 
die kleinen-Tim-Proteine (Cx3C-Motiv) und Cox17 (Cx9C-Motiv), als auch Mia40, das ebenfalls 
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ein Zwillings-Cx9C-Motiv aufweist, und ScErv1 selbst. Dabei sind ScErv1 und Ccs1 ungewöhn-
liche Substrate, da beide nur eine strukturelle Disulfidbrücke ausbilden. Die Signalsequenz 
dieser Substrate ist nicht homogen. So wurde für Tim9 ein MISS benanntes LxxxCF-Motiv um 
das erste Cystein definiert. Substrate mit einem Zwillings CX9C-Motiv hingegen weisen das 
ITS-Motiv benannte aromatische AS-xx-hydrophobe AS-hydrophobe AS-xxC-Motiv auf. Beide 
Motive sind für den Import in den IMS sowie die Erkennung durch Mia40 notwendig und Muta-
tionen in diesen Motiven führen zu einem Defekt der Erkennung der Proteine durch Mia40 und 
deren Import in den IMS [66-68]. 
1.3 Die Sulfhydryl-Elektronentransferase Erv1 
Die Erv-Familie ist in Bezug auf ihre Funktion und Lokalisation sehr divers. Vertreter dieser 
Familie sind im endoplasmatischen Retikulum (ER) (ScErv2), Mitochondrien (ScErv1) sowie 
extrazellulär zu finden und sogar an der Viruszusammensetzung im Zytosol (ASFVpB119L) 
beteiligt. Der Name der Familie geht auf Erv1 aus Hefe zurück, welches entscheidend für die 
Verteilung der Mitochondrien in der Zelle, die Assemblierung der Atmungskette sowie das 
Fortschreiten des Zellzyklus ist [69-71]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Erv1 für die Bioge-
nese zytosolischer, nicht aber mitochondrialer FeS-Cluster essentiell ist [72]. Bisher wurden 
die Strukturen von ScErv2, RnALR, AtErv1 sowie ASFV pB119L mittels Röntgenstrukturanaly-
se gelöst [73-76]. All diese Proteine haben eine für FAD-bindende Proteine bisher unbekannte 
Fünf-Helix-Faltung [77]. Vier dieser Helices bilden ein Bündel, in welchem das FAD gebunden 
ist, während die fünfte Helix senkrecht zu den anderen steht [78]. Die Proteine dimerisieren 
nichtkovalent über hydrophobe Bindungen der Helices 1 und 2. Des Weiteren werden in eini-
gen Fällen transiente kovalente Bindungen der verschiedenen Untereinheiten über Disulfid-
brücken ausgebildet [79, 80]. ScErv1 besitzt drei Disulfidbrücken, wovon zwei, das universelle 
CxxC-Motiv sowie ein weit verbreitetes Cx16C-Motiv, in der Erv Domäne liegen. Das proxima-
le, nahe dem gebundenen FAD gelegene CxxC-Motiv ist redoxaktiv und ebenfalls in zahlrei-
chen Thioredoxinfaltungsdomänen von Oxidoreduktasen vorhanden, während das Cx16C-
Motiv strukturstabilisierende Eigenschaften hat und in der Erv-Familie weit verbreitet ist [73, 
74]. Die dritte Disulfidbrücke von ScErv1 wird in dem ebenfalls redoxaktiven CxxC-Motiv der 
N-terminalen flexiblen Region gebildet und variiert innerhalb der Erv-Familie sehr stark. Dieses 
wird auch als distales Cysteinmotiv bezeichnet. Zum einen ist dieses Motiv sowohl am N- 
(ScErv1, HsALR) als auch am C-Terminus (ScErv2, AtErv1) zu finden, zum anderen variieren 
sowohl Anzahl als auch Art der Aminosäuren zwischen den beiden Cysteinen des Motivs in 
verschiedenen Vertretern der Familie [78]. Sowohl das N-terminale CxxC-Motiv als auch das 
im aktiven Zentrum gelegene CxxC-Motiv sind an der Elektronentransferreaktion von Mia40 
über ScErv1 auf Cytochrom c beteiligt [65]. Der Elektronentransfermechanismus verläuft nach 
einem ähnlichen Mechanismus wie in den Thioredoxin-Thioredoxinreduktase (Trx-TrxR) [81] 
und Glutathion-Glutathionreduktase (GSSG-GR) [82] Systemen. Das Flavoenzym verbindet 
ein oder zwei Thiol-Disulfid Austauschreaktionen mit der Oxidation oder Reduktion von schwe-
felfreien Molekülen wie Cytochrom c oder NAD(P)/H, wodurch thiolabhängige Reaktionen mit 
anderen metabolischen Prozessen wie der Atmungskette verknüpft werden können. Im Ver-
gleich zu TrxR und GR verläuft der Elektronentransfer jedoch in umgekehrter Richtung [83]. 
Der Transfer kann in zwei Teilschritte eingeteilt werden, die reduktive und die oxidative Halb-
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reaktion. In der reduktiven Hälfte interagiert das zweite Cystein des reduzierten Mia40 CPC-
Motivs mit der N-terminalen Disulfidbrücke von ScErv1. Es ist nicht bekannt welches der bei-
den Cysteine des Motivs mit Mia40 interagiert (Abbildung 2, Schritt 1) [84, 85]. Anschließend 
bildet sich eine Disulfidbrücke zwischen dem distalen Cysteinmotiv und C130, dem sogenann-
ten interchange-Cystein aus (Abbildung 2, Schritt 2).  
 
 
Abbildung 2: Vermutliches Reaktionsschema des Mia-Erv-Systems. 
Modell der reduktiven (1-3) und oxidativen (4+5) Halbreaktionen des Elektronentransfers durch ScErv1. 
Starke strukturelle Änderungen sind durch dunkelblaue Pfeile gekennzeichnet. Die Elektronentransfere 
der oxidativen Halbreaktion sowie die daran beteiligten Spezies könnten zwischen den Proteinen der 
Erv-Familie variieren. CTC: Charge Transfer Complex, •FADSQ: FAD Semiquinon. Variiert nach Deponte 
[83]. 
 
Die Letalität der Mutation C33S im Gegensatz zu C30S deutet darauf hin, dass C33 aus dem 
distalen Cysteinmotiv an der Bindung beteiligt ist [65, 83]. In diesem Zustand kann das redu-
zierte C133 einen Thiolat-FAD Charge-Transfer-Complex (CTC) ausbilden (Abbildung 2, 
Schritt 2+3). Es wird angenommen, dass in der oxidativen Halbreaktion die zwei transferierten 
Elektronen voraussichtlich in zwei Schritten von FAD auf den von ScErv1 bevorzugten Elek-
tronenakzeptor Cytochrom c übertragen werden, wodurch ScErv1 reoxidiert wird (Abbildung 2, 
Schritt 4+5) [62, 83, 86, 87]. 
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1.4 Die evolutionäre Konservierung des mitochondrialen Proteinim-
ports  
1.4.1 Phylogenie der Eukaryoten 
Die Phylogenie der Eukaryoten ist aufgrund neuer Erkenntnisse und Untersuchungsmethoden 
einem ständigen Wandel unterzogen. Eine sehr frühe Einteilung der Organismen in Tiere und 
Pflanzen durch Carolus Linnaeus war ausreichend für Vielzeller, jedoch zu eng gesteckt für 
die Vielzahl an einzelligen Organismen. 1959 fügte Robert Whittaker dieser Unterteilung drei 
weitere Reiche hinzu: Monera, Protista und Fungi. Dabei umfassen Monera, Organismen ohne 
Zellkern, die Prokaryoten [88]. Die Einteilung erfolgte anhand von Charakteristika des Aufbaus 
sowie der Ernährung. Neuere Ergebnisse, die z. B. auf der Untersuchung der ribosomalen 
RNS und einer stark erhöhten Datenmenge beruhen, zeigen, dass auch diese Unterteilung zu 
begrenzt ist. Ein neueres Modell teilt die Eukaryoten zusätzlich zu den prokaryotischen 
Archaen und Eubakterien in sechs, wahrscheinlich monophyletische, also auf einen einzigen 
Vorfahren zurückgehende, Hauptgruppen ein: Ophistokonta, Amoebozoa, Plantae, Chromal-
veolata, Rhizaria und Excavata [89]. Eine weiter differenzierte Variante nach Baldauf teilt die 
Eukaryoten basierend auf molekularen und ultrastrukturellen Daten in acht Gruppen ein: Opis-
thokonten, Amoebozoen, Plantae, Cercozoen, Alveolaten, Heterokonten, Excavata,, Discicris-
taten (Abbildung 3) [90].  
Die Opisthokonten haben in Reproduktionszellen ein einzelnes basales Flagellum sowie fla-
che mitochondriale Cristae und umfassen sowohl Tiere als auch Pilze. Auch viele einzellige 
Organismen wie die Microsporidia gehören zu dieser Gruppe [89, 90].  
Amoebozoen sind Amöben ohne äußere Schale, die oftmals zumindest für einen Teil ihres 
Lebenszyklus lobose Pseudopodien aufweisen. Zu ihnen gehören die Schleimpilze aber auch 
parasitäre Organismen wie Entamoeba histolytica, der Verursacher der Amöbenruhr [89, 90].  
Sowohl die klassischen Landpflanzen als auch verschiedene Algen gehören zur Gruppe der 
Plantae. In diesen scheint die eukaryotische Photosynthese ihren Ursprung zu haben, da sie 
als Einzige Plastiden mit nur zwei Membranen besitzen [89, 90].  
Cercozoen sind im Gegensatz zu Amoebozoen Amöben mit filosen Pseudopodien, welche 
häufig in harten äußeren Schalen leben [89, 90].  
Die Alveolaten haben Systeme von kortikalen Alveoli direkt unterhalb der Plasmamembran. Zu 
ihren Vertretern zählen z. B. die parasitären Plasmodien, Erreger der Malaria. Die Plastiden 
dieser Gruppe wurden durch sekundäre Endosymbiose erworben [89, 90]. 
Die Gruppe der Heterokonten umfasst sowohl einzellige Organismen als auch multizelluläre 
Organismen wie Kelp. Sie zeichnen sich durch zwei unterschiedliche Flagellen aus, von denen 
eine mit hohlen Haaren besetzt ist. Ihre Chloroplasten wurden durch sekundäre Endosymbio-
se erworben [89].  
Excavata sind einzellige, zum größten Teil heterotrophe Flagellaten und weisen häufig eine 
tiefe ventrale Ernährungsfurche auf. In frühen Studien wurden sie als separate frühe Äste des 
phylogenetischen Baums angesehen [89]. Ein Teil dieser Gruppe hat stark modifizierte Mito-
chondrien, welche nicht für die oxidative Phosphorylierung verwendet werden. Organismen mit 
diesen Modifikationen kommen gewöhnlich in Lebensräumen mit geringem Sauerstoffanteil 
wie dem Darm vor [89, 90].  




Abbildung 3: Dendrogramm der eukaryotischen Phylogenie.  
Die bisher bekannten Eukaryoten sind in acht verschiedene Gruppen eingeteilt. Die verschiedenen Po-
sitionen des Ursprungs der Eukaryoten sind mit Pfeilen angedeutet. Unvollständig geklärte Bereiche 
sind grau markiert. Sternchen indizieren eine mögliche paraphyletische Gruppe. Variiert nach Baldauf 
[90]. 
 
Eine weitere Gruppe, die Discicristata, wird teilweise zu den Excavata gezählt und wurde auf-
grund der scheibenartigen Form ihrer Cristae benannt. Diese Gruppe spaltete sich sehr früh in 
der evolutionären Entwicklung ab. Die Kinetoplastiden wie Leishmanien und Trypanosomen, 
Verursacher der Leishmaniose bzw. Schlaf- oder Chagaskrankheit sind ein Beispiel für die 
Discicristata [89, 90]. 
1.4.2 Kinetoplastiden 
Die zu den Discicristata gehörenden Kinetoplastiden sind eine Gruppe von geißeltragenden, 
einzelligen Organismen. Viele molekularbiologische Entdeckungen, wie der Glycosylphospha-
tidylinositol-Anker (GPI-Anker) von Membranproteinen oder das trans-Splicing von Ribonu-
kleinsäure (RNS), wurden erstmals an diesen Organismen gemacht und erst später in ande-
ren Eukaryoten bestätigt. Daher ist es möglich, dass einige einzigartige Eigenschaften der 
Mitochondrien dieser Organismen auch in anderen Eukaryoten zu finden sind [91]. Kinetoplas-
tiden wurden nach einer für diese Gruppe spezifischen Struktur, dem Kinetoplasten, benannt. 
Der Kinetoplast befindet sich in dem einzelnen Mitochondrium dieser Organismen und ist mit 
Filamenten am Basalkörper des Flagellums lokalisiert. Er besteht aus der mitochondrialen 
DNS [92, 93]. Die Anordnung der DNS in einer Vielzahl von vernetzten Maxi- (20-40 kb) und 
Minikreisen (0.7-2.5 kb) ist einzigartig für die Kinetoplastiden. Die proteincodierenden Regio-
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nen der Kinetoplasten-DNS liegen vollständig auf den Maxikreisen. Viele dieser offenen Lese-
rahmen sind jedoch unvollständig und müssen posttranskriptionell mittels RNS-Editierung be-
arbeitet werden [94]. Dabei werden die kleinen Leit-RNSs (Guide RNAs) als Matrize verwen-
det. Diese sind auf den Maxi-, aber auch auf den Minikreisen kodiert [95]. 
Zu den Kinetoplastiden zählen die Erreger einiger sehr schwerer Krankheiten, wie die Schlaf-
krankheit (T. brucei), Chagas-Krankheit (T. cruci), und Leishmaniosen. In den Jahren 1896 bis 
1906 starben während einer Epidemie in Afrika zwischen 300.000 und 500.000 Menschen an 
einer Infektion mit T. brucei und auch heute noch wird die Zahl der Infektionen auf etwa 
30.000 geschätzt [96, 97]. Die Übertragung der T. brucei Erreger erfolgt durch den Stich von 
Tsetsefliegen. Die infektiösen metazyklischen Trypomastigoten werden in das Gewebe injiziert 
und vermehren sich im Zellzwischenraum. Anschließend wandern sie in die Lymphe und den 
Blutstrom ein. In diesem Stadium decken die Parasiten ihren Energiebedarf durch Glykolyse, 
welche zum größten Teil in speziellen, aus Peroxisomen entstandenen Organellen, den Gly-
cosomen abläuft [98]. Viele Enzyme des Citratzyklus sowie der oxidativen Phosphorylierung 
fehlen in diesem Stadium [99]. Im Blutstrom differenzieren einige Parasiten zu plumpen, tei-
lungsunfähigen Formen, welche wiederum von den Tsetsefliegen aufgenommen werden. Die-
se Stadien sind im Darm der Fliege überlebensfähig sind und differenzieren dort zu prozykli-
schen Trypomastigoten. Der Stoffwechsel dieser Form des Parasiten unterscheidet sich auf-
grund der geringen Glucosekonzentration stark von der Blutstromform, da bevorzugt Prolin für 
die Energiegewinnung metabolisiert wird. Im Darm differenzieren die Parasiten zu weiteren 
Formen, wandern in die Speicheldrüse der Tsetsefliege und wandeln sich dort in infektiöse 
metazyklische Trypomastigoten um [99-101]. 
Weitaus höher sind die geschätzten T. cruzi Infektionszahlen. Es wird angenommen, dass bis 
zu 10 Millionen Menschen weltweit infiziert sind und mehr als 10.000 jährlich an der Chagas-
krankheit sterben [102]. Der Parasit wird durch den Kot von Raubwanzen, den Triatominae, 
übertragen. Nach dem Biss wird der Parasit mechanisch in die Wunde eingebracht, aber auch 
der Kontakt mit den Augen führt zu Infektionen. Der Lebenszyklus unterscheidet sich stark von 
dem der nahe verwandten T. brucei. Zwar findet ebenfalls ein Wirtswechsel zwischen Insekt 
und Säugetier statt, jedoch bilden sich die infektiösen Stadien im Darm der Wanzen und nicht 
in den Speicheldrüsen. Nach der Übertragung der Parasiten auf den Menschen invasiert 
T. cruzi zunächst Lysosomen verschiedener Zelltypen des Wirtes und differenziert anschlie-
ßend im Zytosol zu aflagellaten Amastiogten. Bei hoher Parasitendichte in der Zelle differen-
zieren diese wiederum zu flagellierten Trypomastigoten, welche in die Lymphe und Blutbahn 
freigesetzt werden und neue Zellen infizieren [103-105]. Die im Blut zirkulierenden Trypomas-
tigoten und Amastigoten werden bei einem erneuten Biss auf die Wanze übertragen. In deren 
Darm differenzieren sie über amastigote und epimastigote Formen zu infektiösen metazykli-
schen Trypomastigoten, welche wiederum mit dem Kot ausgeschieden werden [106-108]. 
Die Zahl der mit Leishmanien infizierten Personen wird weltweit auf 12 Millionen geschätzt und 
jedes Jahr werden in etwa 2 Millionen Menschen neu infiziert. Bestimmte Formen der Leish-
maniose sind durch eine hohe Morbidität gekennzeichnet und die Todesrate von geschätzten 
70.000 Todesfällen pro Jahr wird nur von Malaria übertroffen [109]. Es gibt eine Vielzahl von 
Leishmaniosen, welche sich durch Wirt wie auch durch Krankheitsbild unterscheiden. Die für 
den Menschen gefährlichsten Leishmanien-Parasiten sind L. donovani und L. infantum. Diese 
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Formen verursachen die viscerale Leishmaniose, welche unbehandelt meist tödlich verläuft. 
Die häufigste Form, die kutane Leishmaniose, welche häufig spontan ausheilt, wird durch 
L. major, L. tropica und L. aethiopica übertragen. Die von L. brasiliensis verursachte mukoku-
tane Leishmaniose führt zu starken Verunstaltungen des Gesichtes. Die Parasiten werden in 
Form von metazyklischen Promastigoten von Sandfliegen übertragen. In der Einstichstelle 
werden die Leishmanien von Neutrophilen sowie Makrophagen aufgenommen und wandeln 
sich dort in parasitophoren Vakuolen in aflagellate, runde Amastigoten um. Diese vermehren 
sich durch Teilung weiter. Bei einer erneuten Blutmahlzeit der weiblichen Sandfliegen werden 
die infizierten Makrophagen aufgenommen und differenzieren im Darm der Sandfliege in läng-
liche, prozyklische Promastigoten mit Flagelle. In weiteren Prozessen werden infektiöse meta-
zyklische Promastigote gebildet, welche bei einem erneuten Stich in die Wunde freigesetzt 
werden [110, 111]. Die Morphologie der Mitochondrien ist in Leishmanien weniger vom Sta-
dium abhängig als in Trypanosomen. Sowohl in Promastigoten als auch Amastigoten ist die 
Atmungskette funktionell. Die für die Energiegewinnung bevorzugt verwendeten Substrate 
variieren jedoch. So werden in Promastigoten vermehrt Aminosäuren und Zucker umgesetzt, 
während in amastigoten Formen die β-Oxidation von Fettsäuren erhöht ist [112]. 
1.4.3 Mitochondrialer Proteinimport in Nicht-Opisthokonten 
Die bisherige Erforschung des MPI beschränkt sich weitgehend auf Organismen der Opistho-
konten wie Pilze und Tiere sowie auf Pflanzen und repräsentiert somit nur einen geringen Teil 
der Eukaryoten. Über Organismen, die nicht zu diesen beiden Gruppen gehören, ist bisher 
wenig bekannt. Die meisten bisherigen Erkenntnisse wurden in reinen in silico-Studien ge-
wonnen. Einige Studien an Nicht-Opisthokonten, wie Kinetoplastiden und Amoeben zeigen 
auf, dass sich viele Eigenschaften des Proteinimports dieser Gruppen deutlich vom für die 
Opisthokonten aufgestellten Modell unterscheiden. Gemeinsamkeit im Proteinimport besteht 
darin, dass repräsentative Organismen aller Supergruppen einen TOB-Komplex bzw. die zent-
rale Komponente des Komplexes, Tob55 enthalten [20, 21, 113]. Dieses Protein ist mit dem 
bakteriellen BamA verwandt, welches Teil eines bakteriellen Komplexes zur Integration von 
β-Barrel-Proteinen in die OM und zur Zusammensetzung dieser Proteine zu Komplexen ist 
[114]. Die weite Verbreitung von Tob55/BamA deutet auf eine sehr starke Konservierung die-
ses Importweges seit den Ureukaryoten hin [115]. Unterschiede zeigen sich beim Import von 
Proteinen mit N-terminalen Signalsequenzen, welche in Opisthokonten über die TOM und 
TIM17-Komplexe importiert werden. In vielen der untersuchten Nicht-Opisthokonten, wie ge-
rade den Trypanosomatiden, sind die Signalsequenzen deutlich verkürzt [116-123]. So wurde 
ein konserviertes Motiv von 6-8 Resten mit einer spezifischen Verteilung von Serin, Leucin 
und basischen Resten bestimmt [123, 124]. In Einzelfällen wurde gezeigt, dass diese verkürz-
ten Sequenzen ausreichend für den Import in Mitochondrien aus Opisthokonten sind und auch 
mitochondriale Tier- und Pflanzenproteine in die Mitochondrien anderer Supergruppen impor-
tiert werden [117, 118, 123, 125-129]. Ein weiterer Unterschied zeigt sich bei den TOM- und 
TIM-Komplexen. Nur drei Untereinheiten des TOM-Komplexes kommen üblicherweise in allen 
Eukaryoten inklusive Pflanzen, Tieren, Pilzen, Diatomeen und parasitischen Protisten wie 
Plasmodium vor: Tim40, Tom7 und Tom22 [130]. In Trypanosomatiden konnte in silico kein 
Teil des TOM-Komplexes inklusive der drei Grundkomponenten identifiziert werden [91, 131]. 
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Die Komponenten der IM-Transportmaschinerie sind sogar in Protisten wie Giardia, Plasmo-
dium und Trypanosomatiden stark konserviert [132]. Jedoch wurde auch in diesem Fall in 
T. brucei, dem am besten untersuchten Vertreter der Trypanosomatiden, nur ein Protein der 
Tim17-22-23-Familie identifiziert [91]. Dieses Protein ist vermutlich essentiell für den Protein-
transport in Mitochondrien [91, 113]. Komponenten des TIM22-Komplexes wurden in diesem 
Organismus nicht identifiziert. Trotz der Abwesenheit des Komplexes werden T. brucei Meta-
bolittransportproteine, welche in Opisthokonten über den TIM22-Komplex importiert werden, in 
die mitochondriale IM insertiert. Des Weiteren wurden humane Transportproteine in Leishma-
nien funktionell und korrekt in die IM transportiert [125]. Diese Punkte weisen auf die Konser-
vierung der Funktion des TIM22-Komplexes hin.  
Die Anzahl der kleinen-Tim-Proteine variiert stark zwischen verschiedenen Organismen. So 
verfügt S. cerevisiae über fünf kleine-Tim-Proteine, während im reduzierten Mitosom von En-
cephalitozoon cuniculi kein kleines-Tim identifiziert wurde. In Trypanosomatiden wurden durch 
in silico-Studien nur drei kleine-Tim-Proteine gefunden, während Plasmodien über komplette 
Sätze von fünf kleinen-Tim-Proteinen verfügen [133]. Homologe der Komponenten Oxa1 und 
Oxa2 des IM OXA-Komplexes sind in T. brucei konserviert [91]. Hingegen ist zu Beginn dieser 
Arbeit kein Teil der Mia-Erv-Maschinerie in Trypanosomatiden bekannt. Abgesehen von den 
hier erwähnten Komponenten war zu Beginn dieser Arbeit kein weiterer Teil des MPI in Trypa-
nosomatiden bekannt. 
1.5 Glutaredoxine 
In jeder Zelle werden in verschiedenen Prozessen so genannte reaktive Sauerstoffspezies 
(ROS) gebildet. So entsteht z. B. das hochreaktive Superoxidradikal als Nebenprodukt der 
oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien und wird durch Superoxiddismutase in das 
weniger aktive Oxidationsmittel H2O2 umgewandelt [134]. Diese ROS reagieren mit ungesät-
tigten Karbon-Karbon-Bindungen sowie funktionellen Gruppen, die Schwefel oder Sauerstoff 
enthalten. Die Produkte dieser Reaktionen sind schädliche Radikale, Sulfensäure, Disulfide 
und Peroxide [135-138]. Eine Überproduktion von ROS kann zur Beschädigung von DNS, 
Lipiden und Proteinen führen [139]. Daher gibt es eine Vielzahl von physiologischen Mecha-
nismen, um die reduzierenden intrazellulären Bedingungen aufrecht zu erhalten [137, 138, 
140-142]. 
Gerade Enzyme, die Cysteine als wichtige strukturelle Komponente oder im aktiven Zentrum 
nutzen, sind besonders empfindlich für eine Änderungen der Redoxumgebung und werden 
durch diese reguliert [134, 143-146]. In reduzierter Form können die Cysteine z.B. Metallionen 
koordinieren und werden für die Bindung von Eisen-Schwefel-Clustern (FeS-Cluster) oder 
Hämgruppen benötigt. Die Oxidation der Cysteine kann zur Bildung von intra- und intermole-
kularen Disulfidbrücken und dadurch zur Faltung von Proteinen führen. Dies sowie die Modifi-
kation der Cysteine durch z. B. Glutathionylierung sind Möglichkeiten zur Regulation der Pro-
teinaktivität. Insofern ist die Aufrechterhaltung eines bestimmten Redoxzustandes und die Ent-
fernung von ROS in der Zelle essentiell. Diese Funktion erfüllt das ubiquitäre Glutathion-
System in Kombination mit dem Thioredoxin (Trx)-System. Das Trx-System reduziert Disulfide 
ohne Zuhilfenahme von Glutathion. Reduziertes Glutathion (GSH) und Glutathiondisulfid 
(GSSG) bilden ein Redoxpuffersystem in der Zelle. Dabei unterscheidet sich sowohl die Gluta-
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thionkonzentration (0.1-15 mM) als auch das Verhältnis von nucleophilem GSH zu GSSG in 
den verschiedenen Kompartimenten. Die GSSG Konzentration ist jedoch im Normalfall we-
sentlich geringer [147-149]. 
GSH kann Proteindisulfide in einer nichtenzymatischen Reaktion reduzieren, was zur Bildung 
eines gemischten Disulfids führt. Die Reaktion dieses gemischten Disulfids mit einem weiteren 
Molekül GSH führt zur Freisetzung des reduzierten Proteins und GSSG. Diese Reaktion ver-
läuft ohne den Katalysator Glutaredoxin (Grx) jedoch sehr langsam [141, 150, 151].  
Glutaredoxine sind kleine, in fast allen Organismen vorkommende Proteine von 10-16 kDa, die 
Thioloxidoreduktaseaktivität besitzen. Sie haben eine hochkonservierte Trx-ähnliche Struktur, 
die aus 4-5 β-Faltblättern besteht, welche von α-Helices umgeben sind. Die Grx grenzen sich 
durch ihre Spezifität für GSH von Trx ab und besitzen konservierte positiv geladene Amino-
säuren, die mit den Carboxylatgruppen von Glutathion interagieren [152-155]. 
Obwohl die Proteine funktionell sehr divers sind, können sie anhand der Sequenz des redox-
aktiven Motivs im aktiven Zentrum in zwei Gruppen eingeteilt werden: Dithiol-Grx mit dem Mo-
tiv CP(Y/F)C und Monothiol-Grx mit dem Motiv CGFS [151, 156]. Eine weitere Unterteilung der 
Proteine kann durch Vergleiche der Lokalisation, der Quartärstruktur, der Fähigkeit, FeS-
Cluster zu binden und der Reduktion verschiedener Modellsubstrate vorgenommen werden 
[150, 151, 156-159]. So katalysieren einige, jedoch nicht alle Grx die GSH-abhängige Reduk-
tion von Di-(2-hydroxyethyl)-disulfid (HEDS) zu zwei Molekülen β-Mercaptoethanol (2-ME) im 
Glutathion Reduktase (GR) gekoppelten, enzymatischen Assay. Viele Dithiol-Grx aus unter-
schiedlichen Spezies zeigen Aktivität in diesem Assay [160-164], jedoch keines der bisher 
getesteten Monothiol-Grx [165-169]
 
 Dabei enthalten Monothiol-Grx theoretisch alle funktionel-
len Reste und Substratbindungsmotive, um die Reduktion von gemischten Disulfiden zu kata-
lysieren. Für einige Monothiol-Grx wurde in vitro sogar gezeigt, dass deren Cystein im aktiven 
Zentrum glutathionylierbar ist. Trotz dieser Eigenschaft sind die entsprechenden Grx im 
HEDS-Assay inaktiv [156, 165, 170]. 
 
 
Abbildung 4: Traditioneller Grx-Katalysemechanismus. 
Einerseits katalysieren Dithiol-Grx die Reduktion von glutathionylierten Thiolgruppen, (Schritt 2+3), wel-
che in einer spontanen Reaktion entstanden sind (Schritt 1). Andererseits die Reduktion von intramole-
kularen Disulfidbrücken (Schritt 5-8). Das bei diesen Reaktionen entstehende GSSG wird durch GR 
reduziert wodurch 2 Moleküle GSH regeneriert werden (Schritt 4, 9) [157]. 
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Die Reduktion von glutathionylierten Proteinen, die z. B.in einer nichtenzymatischen Reaktion 
gebildet wurden, (Abbildung 4, Schritt 1) startet nach dem traditionellen Katalysemechanismus 
der Glutaredoxine mit dem nukleophilen Angriff des N-terminalen Cystein im CPYC-Motiv. 
Dies resultiert in der Freisetzung des reduzierten Proteins und der Bildung eines gemischten 
Disulfids zwischen Grx und Glutathion (Abbildung 4, Schritt 2). Der nucleophile Angriff eines 
GSH im reduktiven Teil der Ping-Pong-Reaktion führt zur Bildung von GSSG und zur Rückfüh-
rung des Enzyms in den reduzierten Zustand (Abbildung 4, Schritt 3). Die Reduktion von Di-
sulfidsubstraten über den Dithiolmechanismus erfordert die Anwesenheit beider Cysteine des 
aktiven Zentrums. In diesem Fall entsteht durch den nucleophilen Angriff des N-terminalen 
Cysteins ein gemischtes Disulfid zwischen Grx und dem Substratprotein (Abbildung 4, Schritt 
5). Weitere Elektronentransferschritte im gemischten Disulfid führen zur Freisetzung des redu-
zierten Substrats und zur Bildung von oxidiertem Grx (Abbildung 4, Schritt 6). Hier besteht die 
reduktive Halbreaktion aus der in zwei Schritten ablaufenden Reduktion von Grx durch zwei 
Moleküle GSH, wobei GSSG gebildet wird (Abbildung 4, Schritt 7+8) [141, 142, 151, 152, 155, 
160, 171-174]. Die Regeneration des reduzierten Glutathion erfolgt in einer GR-abhängigen 
Reaktion. Die Elektronen werden vom universellen Reduktionsmittel NADPH auf GSSG über-
tragen, wodurch zwei GSH freigesetzt werden. Als Relay fungiert hierbei Flavinadenindinuk-
leotid (FAD), der Cofaktor von GR (Abbildung 4, Schritt 4 bzw. 9) [82, 148, 175, 176]. 
1.6 Glutaredoxine aus Hefe 
In Saccharomyces cerevisiae waren zu Beginn dieser Arbeit fünf unterschiedliche Grx be-
kannt. Grx1 und Grx2 sind Dithiol-Grx, welche beide ein konserviertes CPYC-Motiv im aktiven 
Zentrum haben und 64 % Sequenzidentität aufweisen [162]. Grx1 ist ein zytosolisches Protein, 
während Grx2 aufgrund von zwei unterschiedlichen Startcodons in zwei Isoformen exprimiert 
wird. Die Vollängenform wird dabei in die mitochondriale Matrix transportiert, während die kür-
zere Form zytosolisch ist [177, 178]. Des Weiteren wurde eine in der mitochondrialen OM lo-
kalisierte Subpopulation vorgeschlagen [178, 179]. Die Deletion eines der beiden, bzw. beider 
Dithiol-Grx hatte keinerlei Auswirkung auf das Wachstum von Hefe sowohl auf fermentierba-
ren als auch auf nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen und Minimalmedium. Allerdings führ-
te sie zu einer geringfügig erhöhten Sensitivität gegenüber externen Hydroperoxiden, bzw. 
stieg die Toleranz der Organismen gegenüber diesen Substanzen bei Überexpression von 
Grx1+2. Des Weiteren wurde beiden Proteinen GSH-Disulfid-Oxidoreduktase-, Glutathionper-
oxidase- und Glutathion-S-Transferase-Aktivität zugeschrieben. Daher wird angenommen, 
dass Grx1+2 am Schutz der Zelle vor oxidativem Stress beteiligt sind [162, 180, 181]. 
Die Monothiol Glutaredoxine Grx3-5 weisen im Gegensatz zu Grx1 und Grx2 ein CGFS-Motiv 
im aktiven Zentrum auf [182]. Für keines dieser Proteine wurde in vitro Glutaredoxinaktivität 
nachgewiesen. Grx3 und Grx4 besitzen eine zusätzliche N-terminale Thioredoxindomäne und 
sind an der Regulation des eisenabhängigen Transkriptionsfaktors Aft1 im Nukleus beteiligt 
[183-185]. So wird die Lokalisation von Aft1 in Anwesenheit von Grx3+4 in Richtung des 
Zytosols verschoben. Dieser Prozess ist abhängig von Eisen und der Grx-Domäne der 
Proteine [185, 186]. 
Im Gegensatz zu Grx3 und Grx4, deren Deletion keine Auswirkung auf das Wachstum von 
Hefe in verschiedenen Medien ausübt, führt die Deletion von Grx5 zu einem stark einge-
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schränkten Wachstum [182]. Des Weiteren resultiert die Deletion in einer Ansammlung von 
Eisen und reduzierter Aktivität von FeS-Cluster tragenden Enzymen [187]. Daher wird ange-
nommen, dass Grx5 an der Bildung von FeS-Clustern in der mitochondrialen Matrix beteiligt 
ist [156, 187]. Die Komplementation von Grx5 durch die Monothiol-Grx3, bzw.4 war im Gegen-
satz zu Dithiol-Grx erfolgreich, sofern sie mit mitochondrialen Signalsequenzen versehen und 
somit im Mitochondrium lokalisiert sind [188]. Dies lässt auf eine starke Konservierung der 
Funktion von Monothiol- bzw. Dithiol-Grx schließen.  
1.7 Zielsetzung 
Ein Großteil der mitochondrialen Proteine ist im Nukleus kodiert und wird erst nach der Trans-
lation in die Mitochondrien importiert. Die an diesem Vorgang beteiligte, hochkomplexe Im-
portmaschinerie wurde bisher vorwiegend an Opisthokonten untersucht. Bioinformatische Un-
tersuchungen von Kinetoplastiden, einer sehr entfernt verwandten Gruppe, deuten jedoch 
starke Unterschiede im Aufbau dieser Importkomplexe an. Daher sollen im ersten Teil dieser 
Arbeit Komponenten der Importmaschinerie von Leishmania tarentolae identifiziert, und der 
Organismus experimentell als Modellsystem zur Untersuchung des mitochondrialen Protein-
imports in Nicht-Opisthokonten etabliert werden. Anschließend sollte die funktionale Konser-
vierung der Importwege analysiert werden. Des Weiteren sollte ein ausgewählter Leishma-
nienimportkomplex im Detail untersucht und die Grundlagen für eine spätere, detaillierte Un-
tersuchung der anderen Komplexe gelegt werden. 
Glutaredoxine sind als sehr diverse Enzymklasse unter anderem an der zellulären Redoxho-
möostase und am Eisenmetabolismus beteiligt. Auch in Hefe sind acht verschiedene Glutare-
doxine bekannt. Frühere Studien ergaben eine Rolle der Monothiol-Glutaredoxine (ScGrx3-5) 
am Eisenstoffwechsel sowie der Dithiol-Glutaredoxine (ScGrx1 und 2) am Schutz der Zelle vor 
Oxidantien. Im Standardenzymassay waren auch in Hefe alle untersuchten Monothiol-
Glutaredoxine in Übereinstimmung mit bisherigen Erkenntnissen inaktiv. Im zweiten Teil dieser 
Arbeit sollten drei neue Glutaredoxine aus Hefe, zwei Monothiol-Glutaredoxine (ScGrx6 und 
Grx7) sowie ein Dithiol-Glutaredoxine (Grx8) in Bezug auf ihre biochemischen Eigenschaften 
vergleichend analysiert werden. Hierzu zählen die Quartärstruktur, die Fähigkeit Disulfide aus-
zubilden oder Eisen-Schwefel-Cluster zu binden sowie die katalysierte Reduktion von Modell-
substraten. Die Charakterisierung dieser drei neuen Proteine sollte somit zur weiteren Klärung 
von Struktur-Funktions-Zusammenhängen sowie des Katalysemechanismus dieser Enzym-
klasse beitragen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien und Geräte 
2.1.1 Chemikalien 
In dieser Arbeit wurden die in Tabelle 1 aufgeführten Chemikalien verwendet. Alle weiteren 
Chemikalien wurden in analysenreiner Qualität bei Merck bezogen. Lösungsmittel wurden von 
der Universitätschemikalienausgabe bezogen. 
Artikel Firma Artikel Firma 
100 bp und 1 kb DNS-Leiter NEB IgG-Sepharose 6 Fast Flow GE-Healthcare 
5-FOA Lancaster Imidazol Applichem 
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1, 30 % Serva Iodacetamid Sigma 
Agar  Carl Roth IPTG Gerbu 
Ammoniumchlorid Merck Kanamycin Gibco 
Ammoniumsulfat Merck Lactat Sigma 
Ampicillin Applichem L-Arginin Sigma 
Anti-Goat-HRP Konjugat Biorad LB (Luria/Miller) Carl Roth 
Anti-Mouse HRP Konjugat Biorad LB-Agar (Luria/Miller) Carl Roth 
APS Biorad L-Leucin Fluka 
ATP, Di-Na Roche L-Lysin Fluka 
Bactopepton USB L-Cystein Fluka 
Bactotrypton BD Leucin Fluka 
BHI-Medium BD Leupeptin Sigma 
BMH Pierce L-Histidin Sigma 
Bradfordreagenz Biorad L-Methionin Fluka 
BSA, fatty acid free Serva Luminol Sigma 
CCCP Sigma Lysozym Serva 
Citraconsäure Sigma MBS Pierce 
CNBr-activated sepharose Amersham Mercaptoethanol Fluka 
Complete EDTA free Roche Methanol Applichem 
Creatinkinase Roche Methionin [35S] MP Biomedicals 
DFDNB Pierce Methylcellulose Sigma 
DNaseI Roche Milchpulver Carl Roth 
dNTPs Fermentas MitoTrackerR Red CM-H2XRos Invitrogen 
DSG Pierce MOPS Gerbu 
D-Sorbitol Sigma MW Protein marker unstained Fermentas 
DSS Pierce Natriumcarbonat Sigma 
DTT Gerbu NAD+ Sigma 
EDTA, Titriplex T Serva NADH Gerbu 
Ethanol Sigma NADPH Gerbu 
Ethidiumbromid Carl Roth NeXtal suites Qiagen 
FCS Invitrogen Ni-NTA Qiagen 
Fish Skin Gelatine Sigma Oligomycin Sigma 
Formamid Sigma Orange G Sigma 
G418 Fluka Paraformaldehyd Pierce 
Galactose Applichem p-Coumarinsäure Sigma 
Glucose Applichem Pepton USB 
Glutaraldehyd Carl Roth Pfu DNS-Polymerase Fermentas 
Glutathion Reduktase Sigma Phosphocreatin Sigma 
Glutathion Sepharose 4B GE-Healthcare Phusion Polymerase NEB 
Glycerol Sigma PMSF Serva 
GSH Sigma PonceauS Serva 
GSSG Sigma Primer Metabion 
GTP Roche Protein-A Sepharose GE-Healthcare 
Häminchlorid Calbiochem ProteinA Gold (10 nm) Sigma 
Harnstoff/Urea Serva Proteinase K Roche 
HEDS Sigma Protein-G-Sepharose GE-Healthcare 
Hefeextrakt BD Proteinmarker Fermentas 
HEPES Gerbu RbCl Sigma 
HMW/LMW Gelfiltrationsstandard GE-Healthcare Restriktionsenzyme NEB 
Hoechst 33258 Invitrogen RNaseA Sigma 
IgG-Sepharose ICN RnasIn Promega 
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Artikel Firma Artikel Firma 
SDS Serva Tris  Carl Roth 
Sorbitol Sigma Trypton BD 
Sulfolink coupling gel Pierce Tween-20 Sigma 
T4 DNS-Ligase NEB Uranylacetat Sigma 
T7-RNS Polymerase Promega Valinomycin  Sigma 
Taq-Polymerase NEB Wasserstoffperoxid 30% Applichem 
Thioredoxin Reduktase Sigma Xylencyanol Sigma 
TEMED Serva Yeast nitrogen base  Gibco 
TEV-Protease Invitrogen Zymolyase Seikagaku  
Thioredoxin Reduktase Merck  Biobusiness 
TNT-Lysat Promega   
Tabelle 1 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Artikel Firma Artikel Firma 
0,5 - 2 ml Reaktionsgefäße Greiner Petrischalen Sarstedt 
15 bzw. 50 ml Reaktionsgefäße Greiner Pipettenspitzen Steinbrenner 
Centriprep YM-10 Millipore Polyprep Chromatography Columns Biorad 
E.coli BL21 (DE3) Novagen Quarzglasküvetten 104B QS und OS Hellma 
E.coli Novablue Novagen Serologische Pipetten Sarstedt 
E.coli Xl1-Blue Qiagen Spritzen Braun 
Halbmikroküvetten Sarstedt Spritzen Vorsatzfilter Pall 
Handschuhe VWR UV-Küvette-mikro Brand 
Kanülen Braun Westernblot Film Fuji Super RX Fischer-Sehner 
Kodak Biomax MR Film Sigma Whatmanpapier Whatman 
Kryoröhrchen PAA Zellkulturflaschen Corning 
Nitrocellulosemembran Whatman   
Tabelle 2 
2.1.3 Geräte 
Gerät  Gerätebezeichnung, Firma 
Autoklav Varioclav® 400E, H + P Labortechnik 
Blotapparaturen PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter, Peqlab 
Mini Trans-Blot®  Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad 
Brutschränke  Infors AG, Heraeus, Thermo Scientific 
Chromatographiesystem  Äkta Explorer, GE Healthcare 
Elektronenmikroskop EM900 Zeiss 
Elektroporationssystem  Bakterien Transformation: Gene Pulser, Bio-Rad, Leishmanien Transfektion: Nucleo-
fector, Amaxa 
Entwicklermaschine  Curix 60®, Agfa-Gevaert 
Feinwaagen  Sartorius TE124S-0CE 
French Press 40K Thermo Fisher Scientific 
Geldokumentation E.A.S.Y 440K + UV-Transilluminator UVT-28L, Herolab 
Gelkammern  Pe-R.Tec Peter Reiser Werkstatt  
Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis Cell, Bio-Rad 
ICP-AES-Spektrometer Varian Vista RL CCD-Simultan AES-ICP Spektrometer und Software ICP expert 
Inkubatoren Bakterienkultur: Haraeus, Infors HAT, Leishmanienkultur: BellcoBench Top Incubator, 
Memmert ICP 400-800 
Inkubator Kristallisation  RUMED 
Kolbenhubpipetten  PIPETMAN® P, Gilson 
Magnetrührer  MR-Hei Standard, Heidolph Instruments 
Multikanalpipetten  Research Pro, Eppendorf 
Mikroskop  Axiovert200M, LSM 780, Carl Zeiss 
Pipettierhilfe  Accu-jet® pro, Brand 
pH-Meter  Basic meter PB-11, pH-Glasmembranelektrode PY-P10, Sartorius 
Peristaltische Pumpe  P-1, GE Healthcare 
Reinstwasseranlage PureLab Plus, ELGA Labwater 
Rotator  PTR-30, Grant-bio 
Schüttler Duomax 1030, Heidolph Instruments 
Spannungsversorgung  Power Supply EPS 601, GE Healthcare 
SPR-Photometer  Biacore X und Biacore X control software, GE Healthcare 
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Gerät  Gerätebezeichnung, Firma 
Sterilbänke Bakterienzellkultur: gelaire® BSB 3A, Leishmanien-Zellkultur: gelaire® BSB 6, Flow 
Laboratories 
Thermostate  Thermomixer comfort, Eppendorf, MBT 250, Kleinfeld Labortechnik 
Thermozykler Mastercycler gradient, Eppendorf 
Tischzentrifuge  5417R, Eppendorf 
Transilluminator Herolab UVT-28L mit Herolab E.A.S.Y. 440K Kamera 
Ultraschallgerät  Sonoplus HD 2070, BANDELIN electronic 
Ultrazentrifuge Sorvall RCM120GX Ultracentrifuge, Beckmann L8-M 
UV/Vis-Photometer  V-650 Spektrophotometer und SpectraManager, JASCO 
Vortex-Schüttler  Heidolph Instruments 
Wasserbad  Julabo 7A, JULABO Labortechnik 
Zentrifugen  Beckman Coulter Instruments 
Tabelle 3 
2.1.4 Primer 
Für Klonierungen, Mutagenesen und Sequenzierungen wurden die Primer in Tabelle 4 ver-
wendet. 
Name Sequenz 
LtTob55/s1 5′ ATGACCGACACTATGCAACAAACGGTAAACATTTGTGAGG 3′ 
LtTob55/as1 5′ CTAGAACGAGAAATTGGATGACCAAACCAAACCAAACCGGAACCGATC 3′ 
LtTob557BamHI/s1 5′ GACTGGATCCATGACCGACACTATGCAACAAACG 3′ 
LtTob55/SpeI/as1 5′ GACTACTAGTGAACGAGAAATTGGATGACCAAACC 3′ 
LtTob55/MfeI/as1 5′ GACTCAATTGGAACGAGAAATTGGATGACCAAACC 3′ 
LtTom40/s1 5′ ATGAGTGGCGAGGTCGACTTCTGGTCCGC 3′ 
LtTom40/as1 5′ TCATATGACGAGCGCTTCTAGCTTGTCAATGAC 3′ 
LtTom40/s2 5′ ATGAGTGGCGAGGTCGACTTCTGGTCCGCCACAATTGCGGCATATCAGCC 3′ 
LtTom40/as2 5′ TCATATGACGAGCGCTTCTAGCTTGTCAATGACGCGGTCATTCTCGCTCAG 3′ 
LtTom40/BamHI/s1 5′ GACTGGATCCATGAGTGGCGAGGTCGACTTCTGG 3′ 
LtTom40/SpeI/as1 5′ GACTACTAGTGACGAGCGCTTCTAGCTTGTCAATG 3′ 
LtTom40/EcoRI/as1 5′ GACTGAATTCGACGAGCGCTTCTAGCTTGTCAATG 3′ 
LtErv1/s 3 5′ ATGTCGGACGACGACGTACACGAACGCCTCACCACCATCCC 3′ 
LtErv1/as3 5′ CTAGAGCTTGAGTTCTTCGTCCTCTGGGCAGTACACTTG 3′ 
LtErv (BamHI) s 5′ CCCGGATCCATGTCGGACGACGACGTACACG 3′ 
LtErv (XhoI) as 5′ CCCCTCGAGGAGCTTGAGTTCTTCGTCCTCTG 3′ 
pQE30 LtErv s (BamHI) 5′ CCGGATCCTCGGACGACGACGTACACGAACGCCTCACCACCATCCC 3′ 
pQE30 LtErv as (HindIII) 5′ CCAAGCTTTTAGAGCTTGAGTTCTTCGTCCTCTGGGCAGTACACTTG 3′ 
LtErv/BamHI/s1 5′ GACTGGATCCATGTCGGACGACGACGTACACG 3′ 
LtErv/SpeI/as1 5′ GACTACTAGTGAGCTTGAGTTCTTCGTCCTCTG 3′ 
LtErv/MfeI/as1 5′ GACTCAATTGGAGCTTGAGTTCTTCGTCCTCTG 3′ 
LtErv C17S pQE30 s 5′ CCATCCCTGGTGAGAGCCCCACCCCGC 3′ 
LtErv C17S pQE30 as 5′ GCGGGGTGGGGCTCTCACCAGGGATGG 3′ 
LtErv C63S s 5′ GGCATACGTGTACGCGTCCAGCTGGTGTGCCTACC 3′ 
LtErv C63S as  5′ GGTAGGCACACCAGCTGGACGCGTACACGTATGCC 3′ 
LtErv C66S s 5′ CGCGTGCAGCTGGTCTGCCTACCACATGCG 3′ 
LtErv C66S as 5′ CGCATGTGGTAGGCAGACCAGCTGCACGCG 3′ 
LtErv C92S s 5′ CCGTCTCACGCTACGTGTCTGAGATGCACAACAACG 3′ 
LtErv C92S as 5′ CGTTGTTGTGCATCTCAGACACGTAGCGTGAGACGG 3′ 
LtErv C109S s 5′ CGGCAAAGAACTCTTTGATTCCACCCCTAGCGTGGTGC 3′ 
LtErv C109S as 5′ GCACCACGCTAGGGGTGGAATCAAAGAGTTCTTTGCCG 3′ 
LtErv C300S s 5′ CTCAAACGTCTCAAGCGTTCTCAAGTGTACTGCCC 3′ 
LtErv C300S as 5′ GGGCAGTACACTTGAGAACGCTTGAGACGTTTGAG 3′ 
LtErv C304S s 5′ CGTTGTCAAGTGTACTCCCCAGAGGACGAAGAACTC 3′ 
LtErv C304S as 5′ GAGTTCTTCGTCCTCTGGGGAGTACACTTGACAACG 3′ 
LtErv C300S/C304S s  5′ CGTCTCAAGCGTTCTCAAGTGTACTCCCC 3′ 
LtErv C300S/C304S as 5′ GGGGAGTACACTTGAGAACGCTTGAGACG 3′ 
LtErv Kin.domäne (BamHI) s 5′ CCCGGATCCAACAAGATGGAGGATACGCCAACGATCGAGG 3′ 
LtErv Domäne (HindIII) as 5′ CGCAAGCTTTTAGTGCCACCGACGCAGCACCACGCTAGGGG 3′ 
LtsmallTim/s1 5′ ATGCAGCCGGTGCAGTCGAATCCGAGCCTCATGGGGCTGACGC 3′ 
LtsmallTim/as1 5′ TCACATTTTACCCGCTGCTGCGTCTTTCATCCACTGATACGG 3′ 
LtsmallTim/BamHI/s1 5′ GACTGGATCCATGCAGCCGGTGCAGTCGAATCC 3′ 
LtsmallTim/SpeI/as1 5′ GACTACTAGTCATTTTACCCGCTGCTGCGTCTTTC 3′ 
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Name Sequenz 
LtsmallTim/MfeI/as1 5′ GACTCAATTGCATTTTACCCGCTGCTGCGTCTTTC 3′ 
LtTim17 for 5′ ATGACATCCATCTTGGACCCTAGGC 3′ 
LtTim17 rev 5′ TTAGTGCTGGGCCATGCCCATGGCATC 3′ 
pX Tim17 for (BamHI) 5′ CGCGGATCCATGACATCCATCTTGGACCCTAGGC 3′ 
pX Tim17 Tap rev (XhoI) 5′ CGCTCTAGAGTGCTGGGCCATGCCCATGGCATC 3′ 
LtHsp60 s 2 5′ ATGCTCCGCTCCGCTGTGTGTCTTGCCG 3′ 
LtHsp60 as 2 5′ CTAGAAGCCCATGCCGCCCATGCCGCC 3′ 
LtHsp60 (BamHI) s 5′ GACTGGATCCATGCTCCGCTCCGCTGTGTGC 3′ 
LtHsp60 as (SpeI) 5′ GACTACTAGTGAAGCCCATGCCGCCCATGC 3′ 
LtHsp60 seq fw 5′ GGAGGTTGTGGAGGGCATGAG 3′ 
LtHsp60 seq rev 5′ CGTCTCGTTCTTGATCAGCTC 3′ 
ScGrx8/BamHI/s (BamHI) 5′ GACTGGATCCGCCTTTGTTACTAAAGCTGAAGAG 3′ 
ScGrx8/HindIII/as (HindIII) 5′ GACTAAGCTTTCAAGGCAGAAGCCCGATTTTAGTC 3′ 
ScGrx8/C25S/s 5′ ATCCGCCAGCTGGAGCCCCGACTGCGTCTATG 3′ 
ScGrx8/C25S/as 5′ CATAGACGCAGTCGGGGCTCCAGCTGGCGGATAAC 3′ 
ScGrx8/C28S/s 5′ CAGCTGGTGCCCCGACAGCGTCTATGCTAATTCC 3′ 
ScGrx8/C28S/as 5′ GGAATTAGCATAGACGCTGTCGGGGCACCAGCTG 3′ 
ScGrx7 delta C (SalI) as 5′ TCGCGTCGACTCACCCATCGCTCCATTTTTTGAAAGAGTCTAG 3′ 
CBP (BamHI) s 5′ CCCGGATCCATGGAAAAGAGAAGATGGAAAAAGAATTTC 3′ 
CBP (EcoRI)-as 5′ CCCCGAATTCAAGTGCCCCGGAGGATGAGATTTTC 3′ 
CBP (NheI) s 5′ CCCCGCTAGCATGGAAAAGAGAAGATGGAAAAAGAATTTC 3′ 
mDHFR (EcoRI)-s 5′ CCCCGAATTCATGGTTCGACCATTGAACTGCATC 3′ 
mDHFR (NheI) s 5′ CCCCGCTAGCATGGTTCGACCATTGAACTGCATC 3′ 
mDHFR (NotI) as II 5′ CCCCGCGGCCGCCTAGTCTTTCTTCTCGTAGACTTCAAA 3′ 
mDHFR (XhoI) as 5′ CCCCCTCGAGGTCTTTCTTCTCGTAGACTTCAAAC 3′ 
Pet28-8xHis (NotI) as III 5′ CCCGCGGCCGCCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTC 3′ 
pX LS sense 5′ CACCCTCAACCACCCCTCA 3′ 
pX far as 5′ CACCCCAGGCTTTACACTT 3′ 
pYX232 forward 5′ TTGCTTAAATCTATAACTAC 3′ 
pYX232 reverse 5′ AACGTTCATTGTTCCTTATTCAG 3′ 
T7 Promoter 5′ TAATACGACTCACTATAGGG 3′ 
Tabelle 4 
 
2.1.5 Plasmide und Konstrukte 
Konstrukt Beschreibung Herkunft 
pDrive Amp, Kan, T7-Promoter, SP6-Promoter Novagen 
pGEM3 ScErv1 ScErv1 unter SP6 Promoter N. Terziyska  
pGEM4 Amp, T7-Promoter, SP6-Promoter Promega 
pGEM4 AAC NcAAC unter T7 Promoter N. Pfanner [39] 
pGEM4 DLD1-72 ScDLD1 N-Terminus mit C-terminalem mDHFR unter SP6 Promo-ter 
Rojo [189] 
pGEM4 Lt Tob55 LtTob55 (EcoRI) unter T7 Promoter Diese Arbeit 
[190] 
pGEM4 LtErv LtErv (EcoRI) unter SP6 Promoter Diese Arbeit 
[190] 
pGEM4 LtHsp60 LtHsp60 (EcoRI) unter SP6 Promoter Diese Arbeit 
[190] 
pGEM4 LtsTim1 LtsTim1 (EcoRI) unter SP6 Promoter Diese Arbeit 
[190] 
pGEM4 LtTim17 LtTim17 (EcoRI) unter SP6 Promoter M. Deponte 
[190] 
pGEM4 Porin NcPorin unter T7 Promoter Mayer [191] 
pGEM4 Su91-69 DHFR NcSu9 N-Terminus mit C-terminalem mDHFR unter SP6 Promoter N. Pfanner 
[192] 
pGEM4 Tim13 ScTim13 unter SP6 Promoter Lutz [51] 
pGEM4 Tim9 NcTim9 unter SP6 Promoter A. Vasiljev [193] 
pQE30 Amp, N-terminaler MRGS His6GS(His)-tag, T5 Promoter Quiagen 
pQE30 ScGrx6 Grx6 (BamHI/SalI) ab Aminosäure V34, N-terminaler His-Tag N. Mesecke 
[158] 
pQE30 ScGrx6C136S ScGrx6 (BamHI/SalI), ab Aminosäure V34, Punktmutation C136S, N-terminaler His-Tag 
N. Mese-
cke[158] 
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pQE30 ScGrx7 ScGrx7 (BamHI/SalI) ab Aminosäure V34, N-terminaler His-Tag N. Mesecke 
[158] 
pQE30 ScGrx8 ScGrx8 (BamHI/HindIII), N-terminaler His-Tag M. Deponte 
[157] 
pQE30 ScGrx8C25S ScGrx8 (BamHI/HindIII), Punktmutation C25S, N-terminaler His-Tag 
Diese Arbeit  
[157] 
pQE30 ScGrx8C28S ScGrx8 (BamHI/HindIII), Punktmutation C28S, N-terminaler His-Tag 
Diese Arbeit  
[157] 
pQE30 LtErv1-119 LtErv Erv-Domäne, N-terminaler His-Tag Diese Arbeit 
pQE30 LtErv123-314 LtErv Kinetoplastid-Domäne, N-terminaler His-Tag Diese Arbeit 
pQE30 LtErv LtErv (BamHI/HindIII) N-terminaler His-Tag Diese Arbeit 
pQE30 LtErvC17S LtErv (BamHI/HindIII) N-terminaler His-Tag, Punktmutation C17S Diese Arbeit 
pQE30 LtErvC63S LtErv (BamHI/HindIII) N-terminaler His-Tag, Punktmutation C63S Diese Arbeit 
pQE30 LtErvC66S LtErv (BamHI/HindIII) N-terminaler His-Tag, Punktmutation C66S Diese Arbeit 
pQE30 LtErvC92S LtErv (BamHI/HindIII) N-terminaler His-Tag, Punktmutation C92S Diese Arbeit 
pQE30 LtErvC109S LtErv (BamHI/HindIII) N-terminaler His-Tag, Punktmutation C109S Diese Arbeit 
pQE30 LtErvC300S LtErv (BamHI/HindIII) N-terminaler His-Tag, Punktmutation C300S Diese Arbeit 
pQE30 LtErvC304S LtErv (BamHI/HindIII) N-terminaler His-Tag, Punktmutation C304S Diese Arbeit 




(BamHI/NotI) Diese Arbeit 
pX LtErv His LtErv-CBP-mDHFR-His8 (BamHI/NotI) , C-terminaler His-Tag Diese Arbeit 
pX LtErv Flag LtErv (BamHI/MfeI) C-terminaler Flag-Tag M. Deponte 
pX LtErv TAP LtErv (BamHI/SpeI) C-terminaler TAP-Flag-Tag M. Deponte 
pX LtHsp601 LtHsp60-CBP-mDHFR (BamHI/NotI) Diese Arbeit 
pX LtHsp601 His LtHsp60-CBP-mDHFR-His8 (BamHI/NotI), C-terminaler His-Tag Diese Arbeit 
pX LtHsp602 LtHsp60-CBP2-mDHFR (BamHI/NotI) Diese Arbeit 
pX LtHsp602 His LtHsp60-CBP2-mDHFR-His8 (BamHI/NotI), C-terminaler His-Tag Diese Arbeit 
pX LtsmallTim1 Flag Lt smallTim1 (BamHI/MfeI) C-terminaler Flag-Tag M. Deponte 
pX LtsmallTim1 TAP Lt smallTim1 (BamHI/SpeI) C-terminaler TAP-Flag-Tag M. Deponte 
pX LtsTim LtsTim-CBP-mDHFR
 
(BamHI/NotI) Diese Arbeit 
pX LtsTim1 His LtsTim1-CBP-mDHFR-His8 (BamHI/NotI) , C-terminaler His-Tag Diese Arbeit 
pX LtTim17 Flag Lt Tim17 (BamHI/MfeI) C-terminaler Flag-Tag M. Deponte 
pX LtTim17 TAP Lt Tim17 (BamHI/SpeI) C-terminaler TAP-Flag-Tag M. Deponte 
pX LtTob55 Flag Lt Tob55 (BamHI/MfeI) C-terminaler Flag-Tag M. Deponte 
pX LtTob55 TAP LtTob55 (BamHI/SpeI) C-terminaler TAP-Flag-Tag M. Deponte 
pX LtTom40 Flag Lt Tom40 (BamHI/MfeI) C-terminaler Flag-Tag M. Deponte 
pX LtTom40 TAP Lt Tom40 (BamHI/SpeI) C-terminaler TAP-Flag-Tag M. Deponte 
pYX 232 Amp, 2µ, TRP, TPI-Promoter Invitrogen 
pYX232 LtErv LtErv (EcoRI/XhoI) Diese Arbeit 
pYX232 ScErv ScErv1 (EcoRI/XhoI) N. Mesecke [61] 
Tabelle 5 
2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli 
Die Isolierung von Plasmid-DNS aus E. coli erfolgte mittels alkalischer Lyse [195]. Dazu wurde 
eine Einzelkolonie in 3 ml mit entsprechendem Antibiotikum versetztem LB-Medium bei 37 °C 
über Nacht angezogen. Ein Volumen von 2 ml der Kultur wurde zentrifugiert (21000 g, RT, 
1 min) und das Zellpellet in 100 µl P1-Puffer resuspendiert. Anschließend wurden 200 µl P2-
Puffer zugegeben, die Probe durch fünfmaliges Invertieren gemischt, und die alkalische Lyse 
nach vollständiger Lyse der Zellen (maximal 7 min) durch Zugabe von 150 µl P3-Puffer ge-
stoppt. Das Präzipitat wurde durch Zentrifugation (21000 g, 4 °C, 10 min) abgetrennt, der klare 
Überstand abgenommen und die DNS durch Zugabe von 600 µl 100 % Isopropanol gefällt. 
Die DNS wurde durch Zentrifugation (21000 g, 4 °C, 10 min) pelletiert und das Pellet mit 
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600 µl 70 % Ethanol (-20 °C) gewaschen. Die Zentrifugation wurde für 5 min wiederholt, die 
DNS unter Rotlicht für ca. 15 min getrocknet und anschließend in 50 µl H2Odd gelöst. Alle 
Konstrukte wurden vor der Verwendung durch Sequenzieren kontrolliert. 
 
LB Medium: 10 g/L Bacto Trypton, 10 g/L NaCl, 5 g/L Hefeextrakt, je nach Plasmid wurde das Medium 
mit 100 µg/ml Ampicillin bzw. 25 µg/ml Kanamycin versetzt. 
P1-Puffer: 50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,0, 0,1 mg/ml RNase A (Lagerung 4 °C) 
P2-Puffer: 200 mM NaOH, 1 % (w/v) SDS 
P3-Puffer: 3 M Kaliumacetat/HAc, pH 5,2 (Lagerung 4 °C) 
2.2.2 Amplifikation von DNS-Fragmenten mittels PCR  
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde verwendet, um spezifische DNS-Fragmente zu 
amplifizieren oder Punktmutationen in einen DNS-Strang einzuführen. Dazu wurden in einem 
Gesamtvolumen von 50 µl Template, Vorwärts- und Rückwärtsprimer, dNTPs, Puffer und Po-
lymerase nach Angaben des Herstellers gemischt. Für die Amplifikation von DNS-Fragmenten 
größer als 500 bp bzw. bei Verwendung von genomischer- und cDNS als Template, wurde 
eine Polymerase mit Proofreading-Aktivität verwendet. Um Fehlbindungen der Primer zu ver-
hindern, wurde die PCR auf Eis pipettiert und in den vorgeheizten Thermozykler gegeben. 
Nach einem einzelnen initialen Denaturierungsschritt bei 94 °C für 1 min wurden 20-30 Zyklen 
von Denaturierung (94 °C, 30 sec), Anlagerung (Temperatur primerbedingt, 30 sec) und Ver-
längerung (68-72 °C, Dauer polymerasebedingt) durchgeführt. Abschließend erfolgte ein fina-
ler Schritt, bei welchem die Verlängerungszeit verdoppelt wurde. Variationen ergaben sich aus 
den Angaben des Herstellers und der Schmelztemperatur der Primer die nach folgender For-
mel bestimmt wurde:  
Tm = 4 x N(G,C)+2 x N(A,T)-5 °C 
2.2.3 Reinigung von DNS mittels Mikrozentrifugationsröhrchen 
PCR-Produkte und DNS-Verdaue wurden mit dem Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System nach Angaben des Herstellers gereinigt. Um DNS-Verluste zu verringern, wurde 
die Elution in zwei Inkubations- und Zentrifugationsschritten durchgeführt. 
2.2.4 Restriktionsverdau von DNS 
Der Restriktionsverdau von DNS wurde mit Enzymen und den entsprechenden Puffern von 
New England Biolabs durchgeführt. Für einen analytischen Verdau wurden 0,2-1 µg Plasmid-
DNS in einem Gesamtvolumen von 20 µl mit 4-20 U Enzym, dem passenden Puffer und den 
nötigen Zusätzen versetzt und für 1-2 h bei 37 °C inkubiert. Präparative Restriktionsverdau-
reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 50 µl durchgeführt. Dazu wurden 40 µl PCR 
Ansatz oder 1-5 µg Plasmid-DNS für 1-2 h mit einem Enzym bzw. 4-5 h mit zwei Enzymen 
inkubiert. Der ideale Puffer für den Doppelverdau wurde anhand der Herstellerangaben be-
stimmt. Die Verdaue wurden zum einen mittels Agarosegelelektrophorese analysiert, zum an-
deren mit dem Promega Wizard® Gel and PCR Clean-Up System gereinigt. 
                                                                                                                                Material und Methoden 
 20
2.2.5 Agarosegelelektrophorese 
Die Analyse und Aufreinigung von DNS-Fragmenten erfolgte durch horizontale Agarosegel-
elektrophorese. Dazu wurde die DNS mit 6x Ladepuffer versetzt und je nach Größe der DNS 
auf 1-2 % Agarosegele mit 1 µg/ml Ethidiumbromid geladen. Um die Größe der Fragmente zu 
bestimmen, wurden ebenfalls DNS Größenstandards (100 bp bzw. 1 kb DNS-Leiter) aufgetra-
gen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x TAE bei einer Feldstärke von 5-10 V/cm (bezogen auf 
den Abstand der Elektroden). Die DNS wurde mit UV-Licht auf dem Transiluminator detektiert. 
 
1x TAE: 40 mM Tris/HAc, 1 mM EDTA, pH 7,6 
6x Ladepuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Orange G, 40 % (v/v) Glycerin 
2.2.6 Ligation von DNS-Fragmenten 
Für die Ligation von DNS-Fragmenten wurde T4-DNS-Ligase verwendet. In der Reaktion wur-
den 50 µg Plasmid-DNS eingesetzt. Das molare Verhältnis von Insert zu Plasmid betrug 10:1 
und wurde nach folgender Formel berechnet: 
 
MasseFragment [ng] = 10 x MasseVektor [ng] x LängeFragment [bp] / LängeVektor [bp] 
 
Das Gesamtvolumen betrug 20 µl. Die Inkubation erfolgte für 4-5 h bzw. üN bei 16 bzw. 4 °C.  
2.2.7 Konzentrationsbestimmung von DNS 
2.2.7.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung 
Um die Konzentration von DNS-Proben zu ermitteln, wurden die Absorptionen bei 280 nm und 
260 nm gemessen und die Konzentration über den Extinktionskoeffizienten nach dem Lam-
bert-Beer Gesetz bestimmt (1A260 Unit dsDNS=50 µg/ml). Die Reinheit der DNS wurde anhand 
des Quotienten von A260 nm / A280 nm abgeschätzt. Dabei zeigen Werte deutlich unter 1,8 eine 
Verunreinigung mit Protein oder aromatischen Verbindungen und Werte deutlich über 2,0 eine 
Verunreinigung mit RNS an. 
2.2.7.2 Konzentrationsbestimmung mittels Agarosegelelektrophorese 
Eine weitere Methode zur Bestimmung der DNS-Konzentration war die Auftragung linearer 
Fragmente auf ein Agarosegel. Nach der Auftrennung der DNS-Fragmente wurde die Kon-
zentration durch Vergleich der Bandenintensität mit den Markerbanden bekannter Konzentra-
tion ermittelt. 
2.2.8 Herstellung kompetenter E. coli Zellen 
Alle Lösungen zur Herstellung kompetenter Bakterienzellen wurden vor Gebrauch entweder 
steril filtriert oder autoklaviert. E. coli XL1-Blue wurde in Anwesenheit von 10 g/ml Tetrazyklin 
angezogen, während E. coli BL-21 ohne Antibiotikum inkubiert wurde. 
2.2.8.1 Chemisch kompetente Zellen 
Für die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen wurden 250 ml LB mit dem entspre-
chenden Stamm inokkuliert und bei 37 °C unter Schütteln bis zu einer OD600 von 0,5 inkubiert. 
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Die Zellen wurden für 5 min in einem Eis-Wasser-Gemisch gekühlt, in einen vorgekühlten 
Zentrifugenbecher gegeben und abzentrifugiert (2600 g, 4 °C, 5 min). Das Pellet wurde in 
75 ml eiskaltem TFBI resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zel-
len erneut abzentrifugiert, in 10 ml eiskaltem TFBII resuspendiert und für 15 min auf Eis inku-
biert. Die in 50 µl aliquotierten Zellen wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C 
gelagert. 
 
TFBI: 30 mM Kaliumacetat/HAc pH5,8, 10 mM CaCl2, 100 mM RbCl, 50 mM MnCl2, 15 % (v/v) Glycerin 
TFBII: 10 mM Hepes/KOH pH 6,5, 10 mM RbCl, 15 mM CaCl2, 15 %(v/v) Glycerin 
2.2.8.2 Elektrokompetente Zellen 
Für die Herstellung elektrokompetenter E. coli wurden 100 ml LB mit dem entsprechenden 
Stamm inokkuliert und bei 37 °C unter Schütteln bis zu einer OD600 von 0,5 inkubiert, Die Zel-
len wurden für 5 min in einem Eis-Wasser-Gemisch gekühlt, in einen vorgekühlten Zentrifu-
genbecher gegeben und abzentrifugiert (2600 g, 4 °C, 5 min). Das Pellet wurde zweimal in 
100 ml eiskaltem H2Odd gewaschen und erneut zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen 
in 10 ml eiskaltem 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert und wiederum abzentrifugiert. Das Pellet 
wurde in 1 ml eiskaltem 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen und in 50 µl Aliquots in flüssigem 
Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C. 
2.2.9 Transformation und Selektion von E. coli  
2.2.9.1 Transformation chemisch kompetenter Zellen 
Chemisch kompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 1-10 µl Plasmid-DNS ver-
setzt und für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschritt von 45 sec bei 
42 °C, gefolgt von 2 min Inkubation auf Eis. Die Zellen wurden mit 250 µl SOC Medium ver-
setzt und für 1 h bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Die Selektion erfolgte durch üN Inkuba-
tion auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum bei 37 °C. 
 
SOC Medium: 5 g/L Hefeextrakt, 20 g/L Trypton, 0,6 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM 
MgSO4, 20 mM Glucose 
LB Agar: 10 g/L Bacto Trypton, 10 g/L NaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 15 g/L Agar, nach Bedarf wurde das Me- 
dium mit 100 µg/ml Ampicillin bzw. 25 µg/ml Kanamycin versetzt. 
2.2.9.2 Transformation elektrokompetenter Zellen 
Für die Elektroporation von E. coli wurden 50 µl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 0,5-
1 µl Plasmid-DNS versetzt und in sterile, eisgekühlte Elektroporationsküvetten mit 0,2 cm 
Elektrodenabstand überführt. Nach der Elektroporation (I: 2,5 kV, R: 400 Ω, Kapazität: 25 µF) 
wurden 500 µl SOC Medium zugegeben und die Zellen bei 37 °C unter Schütteln für 1 h inku-
biert. Die Selektion erfolgte durch üN Inkubation auf LB-Platten mit entsprechendem Antibioti-
kum. 
                                                                                                                                Material und Methoden 
 22
2.3 Methoden der Hefekultur und Genetik 
2.3.1 Verwendete Hefestämme 
Stamm Genotyp Referenz 
W303a ade2-1 his3-1,155 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 Rothstein [196] 
YPH499 a ura3-52, lys2-801amber, ade2-101ochre, trp1-∆63, his3-∆200, leu2-∆1 Sikorski und 
Hieter [197] 
YPH501∆Erv1 ura3-52, lys2-801amber, ade2-101ochre, trp1-∆63, his3-∆200, leu2-




ura3-52, lys2-801amber, ade2-101ochre, trp1-∆63, his3-∆200, leu2-




ura3-52, lys2-801amber, ade2-101ochre, trp1-∆63, his3-∆200, leu2-




ura3-52, lys2-801amber, ade2-101ochre, trp1-∆63, his3-∆200, leu2-
∆1,erv1:His3 [pRS426MET25ScErv1, URA3], [pYX232, ScErv1] 
Diese Arbeit 
Tabelle 6 
2.3.2 Kultivierung von S. cerevisiae 
Die Kultivierung von S. cerevisiae Flüssigkulturen erfolgte, falls nicht anders vermerkt, bei 
30 °C, 140 rpm in verschiedenen Voll-, bzw. S (Selektiv)-Medien. Als Kohlenstoffquelle diente 
je nach Bedarf Glucose, Galactose oder Lactat. Auxotrophe Mutanten wurden in mit entspre-
chenden Markern komplettiertem S-Medium [198] angezogen. Die Lagerung von Flüssigkultu-
ren erfolgte in 15 % (v/v) Glycerin bei -80 °C. Das Auftauen erfolgte durch Ausstreichen kleiner 
Mengen der gefrorenen Kultur auf selektiven Agarplatten und anschließender Inkubation für 2-
3 Tage bei 30 °C. Die Platten wurden bei 4 °C für mehrere Monate gelagert und einzelne Ko-
lonien für die Inokkulation von Flüssigkulturen verwendet.  
 
YP Medium: 10 g/L Hefeextrakt, 20 g/L Pepton, pH 5,5 mit HCl, 2 % (w/v) Glucose (YPD), bzw. 2 % 
(w/v) Galactose  (YPGal) 
Lactat Medium: 3 g/L Hefeextrakt, 1 g/L K2HPO4, 1 g/L NH2PO4, 0,5 g/L CaCl2, 0,5 g/L NaCl, 0,6 g/L 
MgSO4, 0,3 mg/L FeCl3, 2 % (v/v) Lactat/KOH, pH 5,5  
S-(Selektiv) Medium:0,17 % (w/v) Yeast Nitrogen Base ohne Aminosäuren, 0,5 % (w/v) (NH4)2 SO4, 2 % 
Glucose (SD), bzw. 0,1 % (w/v) Glucose mit 2 % (w/v) Galactose (SGal). Je nach Bedarf wurde das S-
Medium mit folgenden Basen und Aminosäuren versetzt: 20 mg/L Adeninsulfat, 20 mg/L L-Uracil, 
20 mg/L L-Tryptophan, 20 mg/L L-Histidin, 30 mg/L L-Leucin, 30 mg/L L-Lysin 
 
2.3.3 Transformation von S. cerevisiae 
Die zu transformierenden Stämme wurden auf Agarplatten angezogen und für 1-2 Tage bei 
30 °C inkubiert. Eine Spatelspitze der Zellen wurde in 1 ml H2O resuspendiert und abzentrifu-
giert (21000 g, RT, 30 sec). Das Pellet wurde in 1 ml 100 mM Lithiumacetat resuspendiert, 
erneut abzentrifugiert und mit 240 µl sterilem 50 % Polyethylen-glycol 3350 überschichtet. 
Darauf wurden 36 µl 1 M Lithiumacetat, 5 µl Lachssperma-DNS (10 mg/ml) sowie die zu trans-
formierende Plasmid-DNS (5-10 µl) und 65 µl H2O abzüglich des Plasmidvolumens pipettiert 
und für 1 min bei maximaler Einstellung gevortext. Anschließend wurde die Probe für 20 min 
bei 42 °C inkubiert und die Zellen daraufhin abzentrifugiert (21000 g, RT, 10 sec). Das Zellpel-
let wurde durch vorsichtiges Pipettieren in 200 µl sterilem H2O aufgenommen und auf Platten 
mit entsprechendem Selektionsmarker ausplattiert. Die Inkubation erfolgte für mehrere Tage 
bei 30 °C, bis deutliche Einzelkolonien zu erkennen waren. Die Lagerung erfolgte auf der Plat-
te bei 4 °C bzw. als Kryoflüssigkultur bei -80 °C.  
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2.3.4 Wachstumsphänotypanalyse von S. cerevisiae 
Um den Einfluss genetischer Veränderungen auf den Organismus zu untersuchen, wurden die 
entsprechenden Stämme in 20 ml Flüssigmedium üN angezogen, die Kultur morgens auf eine 
OD600 von 0,1 verdünnt und bis zu einer OD600 von ca. 1,0 weiter bei 30 °C inkubiert. An-
schließend wurden die Kulturen auf eine OD600 von exakt 1,0 eingestellt und daraus Verdün-
nungsreihen in 1:10 Verdünnungsschritten erstellt. Ein 10 µl Aliquot der Verdünnungsansätze 
wurde auf Agarplatten mit und ohne entsprechenden Selektionsmarker aufgetragen und je 
eine Platte bei 24, 30 und 37 °C inkubiert, bis deutliche Kolonien erkennbar waren. 
2.3.5 Komplementationsstudien in S. cerevisiae 
Um die funktionelle Komplementation essentieller homologer Proteine zu testen, wurde das zu 
untersuchende Hefegen auf einem Plasmid eingeführt und die endogene Kopie durch eine 
Markerkassette ersetzt. Das Plasmid trug zudem das Gen URA3 für Orotidin 5-Phosphat De-
carboxylase. Das homologe Gen wurde mittels eines weiteren Plasmides in den Organismus 
eingeführt. Die Klone wurden wie unter 2.3.4 beschrieben angezogen und auf Agarplatten mit 
und ohne 1 g/L 5-Fluororotat (5-FOA) aufgetragen. Nach zwei Tagen Inkubation bei 24, 30 
und 37 °C wurde das Wachstum kontrolliert. Eine abschließende Begutachtung des Wach-
stums erfolgte nach bis zu 20 d Inkubation. 
2.4 Methoden der Leishmania tarentolae Kultur und Genetik  
2.4.1 Verwendete L. tarentolae Stämme 
In dieser Arbeit wurde der Leishmania tarentolae UCLA WT Stamm von André Schneider ver-
wendet. 
2.4.2 Kultivierung von L. tarentolae 
Die Kultivierung von L. tarentolae Promastigoten erfolgte in BHI-Flüssigmedium. Bei Bedarf 
wurde dem Medium 0,01 % (w/v) G418 als Selektionsmarker zugegeben. Die Kulturen wurden 
bei 27 °C, Rotationsstufe 50 % der maximalen Geschwindigkeit kultiviert. Die Zelldichte wurde 
täglich bestimmt und die Kultur so verdünnt, dass eine Zelldichte von 1x108 Z/ml nicht über-
schritten wurde. Die Verdoppelungszeit betrug 7-12 h. 
 
BHI Medium: 37 g/L BHI Medium, 10 mg/L Hämin 
 
2.4.3 Anlegen von L. tarentolae Kryokulturen 
L. tarentolae Stammkulturen wurden bis zur Verwendung in flüssigem Stickstoff gelagert. Hier-
für wurden 0,7 ml in der logarithmischen Phase befindlicher Kultur (5-9x107 Zellen/ml) in Kryo-
gefäßen mit 0,7 ml sterilfiltriertem BHI, 30 % Glycerin versetzt. Die Gefäße wurden in Papiere 
eingeschlagen und bei -80 °C eingefroren. Nach 24 h wurden die Kryokulturgefäße in flüssi-
gen Stickstoff überführt und dort bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
 
BHI Gefriermedium: 37 g/L BHI Medium, 30 % (v/v) Glycerin, 10 mg/L Hämin 
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2.4.4 Auftauen von L. tarentolae Kryokulturen 
L. tarentolae Kryogefäße (2.4.3) wurden im Wasserbad auf 27 °C erwärmt, in 10 ml BHI gege-
ben und abzentrifugiert (1500 g, 25 °C, 10 min), um das Glycerin zu entfernen. Das Zellpellet 
wurde in 10 ml frischem BHI-Medium aufgenommen und in Kulturflaschen bei 27 °C stehend 
für 48 h inkubiert. Falls eine Selektion erforderlich war, wurde den Kulturen erst nach 24 h 
Inkubation G418 zugegeben. Nach 48 h wurden die Kulturen nach Standardprotokoll weiter-
behandelt. 
2.4.5 Konzentrationsbestimmung von L. tarentolae Kulturen 
Um die Konzentration von L. tarentolae Kulturen zu bestimmen wurden diese 1:1 mit Fixie-
rungslösung versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden gründlich resuspendiert, 
in eine Neubauer Zählkammer gegeben, 10 min zum Absetzen der Zellen stehen gelassen 
und die Zellzahl bestimmt. 
 
Fixierungslösung: 10 % (w/v) Paraformaldehyd, 0,15 M NaCl, 15 mM Na3Citrat, NaOH, pH 7,4 
 
2.4.6 Transfektion von L. tarentolae 
Leishmanien in der logarithmischen Wachstumsphase (ca. 5x107 Z/ml) wurden mit Plasmid-
DNS transfiziert. Dazu wurden 5x107 Zellen in sterilen Reaktionsgefäßen abzentrifugiert 
(1500 g, RT, 3 min), mit 1 ml Transfektionspuffer gewaschen und in 100 µl Nucleofector Lö-
sung (Amaxa® Basic Parasite Nucleofector® Kit) resuspendiert. Pro Ansatz wurden 10 µl 
DNS einer Konzentration von 1-3 µg/µl zugegeben, die Suspension in Transfektionsküvetten 
überführt und im Nucleofector mit Program U-033 transfiziert. Die Zellen wurden sofort mit 
500 µl temperiertem BHI Medium versetzt und in 9,5 ml Medium überführt. Anschließend wur-
de die Kultur üN bei 27 °C stehend inkubiert, zentrifugiert (1500 g, RT, 10 min) und auf sehr 
feuchte BHI-Agar Platten mit entsprechendem Selektionsmarker (G418, 40 µg/ml) ausplattiert. 
Die Platten wurden luftdicht mit Parafilm oder in Plastiktüten verpackt, um Feuchtigkeitsverlust 
zu vermindern. Die Kolonien wuchsen nach 2-3 Wochen Inkubation bei 27 °C. 
 
Transfektionspuffer: 21 mM HEPES, 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,7 mM NaH2PO4, 6 mM Glucose, pH 
7,4 
BHI-Agar: 3,7 % (w/v) BHI-Pulver, 0,08 % (w/v) Folsäure, 0,8 % (w/v) Agar, 10 % (v/v) FCS, 40 mg/ml 
Hämin 
 
2.5 Zellbiologische Methoden 
2.5.1 Isolierung von Mitochondrien aus L. tarentolae 
Die Isolierung von Mitochondrien aus L. tarentolae Zellen erfolgte nach Eckers [190]. Für die 
Isolierung von Mitochondrien aus L. tarentolae wurden promastigote Zellen die sich in der lo-
garithmischen Wachstumsphase befanden (5-9x106 Z/ml) geerntet (4000 g, 4 °C, 10 min) und 
in 250 ml eiskaltem SET-Puffer pro Liter Kultur gewaschen. Alle weiteren Schritte wurden auf 
Eis und mit eiskalten Lösungen durchgeführt. Die Zellen wurden in 0,83 ml frischem, mit 
complete EDTA free versetztem, DTE-Puffer pro 1x109 Zellen resuspendiert, hypotonisch ge-
schwollen und durch Scheren mit einer Nadel (0,4 mm Ø) bei 6 bar aufgeschlossen. Das Lysat 
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wurde sofort mit 7,5 % (w/v) Saccharose supplementiert und zentrifugiert (16000 g, 4 °C, 
10 min). Das Pellet wurde in 5 ml STM pro 30 ml Lysat resuspendiert, mit 1 M MgCl2 bis zu 
einer finalen Konzentration von 3 mM versetzt und mit 30 U/ml DNaseI für 45 min verdaut. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 2 Volumina STE gestoppt und die Suspension zentrifugiert 
(16000 g, 4 °C, 10 min). Das Pellet wurde in 4 ml 50 % Histodenz pro Liter Kultur resuspen-
diert, unter einen Histodenzgradienten (31,6 %, 28,3 %, 25 %, 21,7 %) geladen und zentrifu-
giert (103864 g, 4 °C, 2 h). Die Mitochondrienfraktion wurde mit einer Nadel aus dem Gradien-
ten entfernt, in 5 Volumina STE verdünnt und pelettiert (32500 g, 4 °C, 10 min). Die Mito-
chondrien wurden in 0,25 ml STE pro Liter Kultur resuspendiert und die Proteinkonzentration 
nach Bradford (2.6.1) bestimmt. Die Reinigungsschritte wurden mikroskopisch verfolgt. 
 
SET: 0,15 M NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris/HCl, pH 7,9 
DTE: 1 mM EDTA, 1 mM Tris pH 7,9  
STM: 0,25 M Saccharose, 2 mM MgCl2 20 mM Tris pH 7,9 
STE: 0,25 M Saccharose, 2 mM EDTA, 20 mM Tris, pH 7,9 
x % Histodenz: x % (w/v) Histodenz, 0,25 M Saccharose, 0,1 mM EDTA, 20 mM Tris, pH 7,9 
 
2.5.2 Isolierung von Mitochondrien aus S. cerevisiae 
Die Isolierung von Hefemitochondrien erfolgte weitgehend nach Daum [199]. Hefezellen wur-
den bei 30 °C entweder in Lactat Medium (W303, YPH499) oder SD Selektivmedium mit ent-
sprechenden Selektionsmarkern (Transformanden) über mehrere Tage in der exponentiellen 
Wachstumsphase kultiviert, was durch mehrmalige Verdünnung und simultane Erhöhung des 
Kulturvolumens erfolgte. Dabei überstieg die OD600 der Kultur nie 1,5. Die Ernte erfolgte so-
bald 4-10 L Kultur eine OD600 von 0,8-1,5 erreichten. Die Zellen wurden zentrifugiert (4000 g, 
4 °C, 5 min), in 0,5 L H2O pro 2 L Kultur gewaschen und erneut zentrifugiert (1500 g, RT, 
5 min). Nach Bestimmung des Zellgewichts wurden die Zellen in 2 ml PufferA je 1 g Feucht-
gewicht resuspendiert und unter leichtem Schütteln (140 rpm) für 10 min bei 30 °C inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen erneut zentrifugiert und in 1 ml PufferB je 0,15 g Feuchtge-
wicht resuspendiert. Die Lyse der Zellwände erfolgte durch Zugabe von 1 ml PufferC pro 
0,15 g Feuchtgewicht und Inkubation bei 30 °C unter leichtem Schütteln für 30-60 min. Die 
Lyse wurde durch hypotones Schwellen eines Aliquots in Wasser kontrolliert. Dabei wurde ein 
Tropfen der Zellsuspension in 1 ml H2O gegeben und sofort die OD600 gemessen. Die Zell-
wände waren lysiert wenn die OD600 innerhalb von 30 sec stark abnahm. Ab diesem Punkt 
wurden eiskalte Puffer verwendet und alle Schritte auf Eis durchgeführt. Für den Aufschluss 
wurden die Zellen abzentrifugiert (1500 g, 5 min), das Pellet in 1 ml PufferD je 0,15 g Feucht-
gewicht resuspendiert und die Suspension in einem Glashomogenisator (60 ml für PTFE Kol-
ben, Sartorius) 10x auf und ab homogenisiert. Anschließend wurde das Volumen mit PufferD 
verdoppelt und die Zellen erneut 10x homogenisiert. Die Abtrennung großer Zellfragmente 
erfolgte durch Zentrifugation (2000 g, 2 °C, 5 min). Die Zentrifugation des Überstandes wurde 
wiederholt und dieser anschließend erneut zentrifugiert (13000 g, 12 min). Das Mitochon-
drienpellet wurde in 10 ml SH Puffer resuspendiert und zentrifugiert (2000 g, 5 min) und 
nochmals in 10 ml SH-Puffer resuspendiert und pelletiert (13000 g, 12 min). Die Mitochondrien 
wurden in 100 µl SH Puffer je 1 g Feuchtgewicht resuspendiert, und die Proteinkonzentration 
wurde nach Bradford (2.6.1) bestimmt. Die aliquotierten Mitochondrien wurden in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und gegebenenfalls bei -80 °C gelagert. 
                                                                                                                                Material und Methoden 
 26
 
PufferA: 100 mM Tris/Base, 10 mM DTT  
PufferB: 1,2 M Sorbitol, 20 mM KxHxPO4, pH 7,4 
PufferC: 1,2 M Sorbitol, 20 mM KxHxPO4, pH 7,4, 6 mg Zymolyase 20T /1 g Zellgewicht 
PufferD: 1 mM EDTA, 0,2 % (w/v) fettsäurefreies BSA, 1 mM PMSF, 0,6 M Sorbitol, 10 mM HEPES; 
pH 7,4 
SH Puffer: 20 mM HEPES, 0,6 M Sorbitol, pH 7,2) 
 
2.5.3 Subfraktionierung von Mitochondrien 
2.5.3.1 Alkalische Proteinextraktion  
Die Membranassoziation mitochondrialer Proteine wurde mittels alkalischer Extraktion unter-
sucht [190]. Dazu wurden zwei Proben je 50-100 µg isolierte Mitochondrien bei 12000 g und 
4 °C für 10 min abzentrifugiert. Das eine Mitochondrienpellet wurde als “komplett Kontrolle“ 
direkt in 20 µl 1x Laemmli Puffer + β-Mercaptoethanol (2.6.3) aufgenommen. Das andere Mi-
tochondrienpellet wurde in 50 µl 20 mM Tris, pH 7,2 resuspendiert. Zu diesem Pellet wurden 
50 µl frisch in Wasser angesetztes Natiumcarbonat (200 mM) gegeben, die Suspension 
15 sec gevortext und für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Suspension zentri-
fugiert (125000 g, 4 °C, 30 min). Das Membranpellet wurde in 20 µl 1x Laemmli Puffer (2.6.3) 
aufgenommen, die im Überstand enthaltenen Proteine denaturierend gefällt (2.6.2) und in der 
gleichen Menge 1x Laemmli Puffer aufgenommen. Äquivalente Volumina der Proben wurden 
mittels Westernblot (2.6.6) analysiert. 
2.5.3.2 Mitoplasten und Proteasesuszeptibilitätsassay 
Um Proteine in isolierten Mitochondrien zu lokalisieren, wurde deren Zugänglichkeit für proteo-
lytischen Verdau durch Proteinase K (PK) untersucht [190]. In vier verschiedenen Ansätzen 
wurden unterschiedliche Mitochondrienkompartimente durch hypotones Schwellen bzw. Dena-
turierung mit TritonX-100 zugänglich gemacht. Je 100 µg Mitochondrien wurden 1 min bei 
21000 g und 4 °C abzentrifugiert, zwei Mitochondrienpellets in je 500 µl ST-Puffer, eines in 
Tris- und eines in TX-Puffer resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Dabei wurde die 
OM der Mitochondrien in Tris-Puffer durch Schwellen geöffnet, bzw. wurden alle Membranen 
in TX-Puffer solubilisiert. Eine ST Probe verblieb unbehandelt als Referenz, während die an-
deren Proben mit 5 µl PK versetzt und für 30 min auf Eis inkubiert wurden. Der Verdau wurde 
durch Zugabe von 5 µl PMSF gestoppt, und die Proben wurden weitere 5 min auf Eis inku-
biert. Mitochondrienfragmente aller Proben wurden dann abzentrifugiert (21000 g, 4 °C, 
20 min) und in 500 µl ST Puffer resuspendiert. Die Proteine wurden mit TCA gefällt (2.6.2), in 
je 20 µl 1x Laemmli (2.6.3) aufgenommen und 5 min auf 94 °C erhitzt. Die Analyse des Pro-
teaseverdaus erfolgte mittels Westernblot (2.6.6). 
 
ST: 20 mM Tris, pH 7,2, 0,6 M Sorbitol 
Tris: 20 mM Tris, pH 7,2 
TX: 20 mM Tris, pH 7,2, 1% (v/v) TritonX-100 
PK: 10 mg/ml in H O 
PMSF: 200 mM in wasserfreiem EtOH (-20 °C) 
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2.5.4 Quervernetzung mitochondrialer Proteine 
Für den Nachweis von Protein-Protein Interaktionen in Hefemitochondrien wurden diese mit 
homo- und heterodifunktionalen Crosslinkern (DSS, DSG, DFDNB, MBS) inkubiert. Dabei 
wurden sowohl die Crosslinker als auch die Reaktionsbedingungen variiert. Die im evakuierten 
Exsikkator gelagerten Crosslinker wurden erst kurz vor Verwendung in wasserfreiem DMSO 
gelöst, um die Inaktivierung der reaktiven Gruppen zu verhindern. Je Ansatz wurden 50 µg 
isolierte Mitochondrien zur Aktivierung in 100 µl Importpuffer S.c. (2.5.5) aufgenommen, für 
3 min bei 25 °C inkubiert und anschließend auf Eis abgekühlt. Die Ansätze wurden mit 400, 
100 bzw. 20 µM Crosslinker versetzt, kurz gevortext und für 30 min auf Eis inkubiert. Die akti-
ven Gruppen der Crosslinker wurden durch Zugabe von Glycin (finale Konzentration 130 mM) 
inaktiviert. Die Mitochondrien wurden in 500 ml SH Puffer (2.5.2) gewaschen, abzentrifugiert 
(21000 g, 4 °C, 10 min) und in 25 µl 1x Laemmli (5 % 2-ME) aufgenommen. Die Proben wur-
den für 5 min bei 95 °C aufgekocht und mittels Western Blot (2.6.6) analysiert. 
 
Glycin: 1 M in H2O 
 
2.5.5 In organello-Import radioaktiv markierter Vorläuferproteine 
Der Import radioaktiv markierter Vorstufenproteine (2.6.14) erfolgte in 100 µl Importpuffer mit 
50-100 µg Mitochondrien aus Hefe (gelagert bei -80 °C) bzw. L. tarentolae (frisch). Isolierte 
Mitochondrien wurden mit 1-3 µl radioaktiv markierten Proteinen versetzt, und 1-45 min bei 
25 °C inkubiert. Um das Membranpotential zu zerstören wurden separate Ansätze vor Zugabe 
der radioaktiv markierten Proteine mit 2 µl Valinomycin, 0,8 µl Oligomycin und 2 µl CCCP ver-
setzt. Die Importreaktion wurde nach der Inkubationszeit durch Zugabe von 400 µl kaltem 
SEMK80 gestoppt und die Proben auf Eis überführt. Die Ansätze wurden mit jeweils 5 µl PK 
versetzt, 15 min inkubiert, mit 5 µl PMSF versetzt, 10 min inkubiert und anschließend zentrifu-
giert (21000 g, 4 °C, 15 min). Das Mitochondrienpellet wurde mit 20 µl 1x Laemmli (2.6.3) ver-
setzt und unter Schütteln gelöst. Die Analyse der Proben erfolgt mittels Western Blot (2.6.6).  
 
ImportPuffer L.t.: 50 mM MOPS, pH 7,2, 1 mg/ml BSA, 0,6 M Sorbitol, 75 mM KCl, 2,5 mM MnCl2, 10 
mM MgAc, 2 mM KH2PO4, 1 mM EDTA, 5 mM NADH, 0,08 mg/ml Creatinkinase, 6 mM Phosphocreatin, 
1 mM ATP, 5 mM Succinat  
ImportPuffer S.c.: 50 mM HEPES pH 7,2, 1 mg/ml BSA, 0,5 M Sorbitol, 80 mM KCl, 10 mM MgAc, 2 
mM K3PO4, 2,5 mM EDTA, 1 mM MnCl2, 2 mM NADH, 0,1 mg/ml Creatinkinase, 6 mM Phosphocreatin, 
2 mM ATP 
SEMK80: 10 mM MOPS, pH 7,2, 250 mM Succrose, 1 mM EDTA, 80 mM KCl 
PK: 10 mg/ml in H2O 
PMSF: 200 mM in 100 % EtOH 
Valinomycin: 0,1 mM in 100 % EtOH 
Oligomycin: 2 mM in 100 % EtOH 
CCCP: 2,5 mM in H2O 25 % DMSO 
 
2.5.6 Elektronenmikroskopie von L. tarentolae 
Die Fixierung von logarithmischen L. tarentolae Promastigen (ca. 5x107 Z/ml) erfolgte nach 
Tokuyashu [200]. Für die Fixierung wurden ca. 4 ml Zellen abzentrifugiert (1500 g, RT, 
15 min), das Zellpellet in einer seinem Volumen gleichen Menge an Fix1 resuspendiert und für 
5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Zellen erneut pellettiert, in 2 ml Fix2 resus-
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pendiert und für 1 h bei RT inkubiert. Die Zellen wurden zweimal in 2 ml PBS gewaschen und 
anschließend freie Aldehydgruppen durch 10 min Inkubation in Glycin geblockt. Nach erneuter 
Zentrifugation wurde das Pellet in 2 ml 37 °C warmer Gelatine resuspendiert, ca. 4 sec bei 
maximaler Geschwindigkeit der Tischzentrifuge abzentrifugiert und erneut in einem kleinen 
Volumen Gelatine resuspendiert. Um Blasen zu entfernen, wurde die Probe weitere 5 min bei 
37 °C inkubiert und anschließend für 1 h auf Eis gestellt, um die Gelatine erstarren zu lassen. 
Die Gelatine wurde in kleine Blöcke geschnitten, üN in Succrose inkubiert und nach dem Auf-
bringen auf Pins in flüssigem Stickstoff eingefroren. Von den Blöcken wurden mit einem Leica 
EM UC6 Ultramicrotome 100 nm dicke Sektionen geschnitten, welche auf mit Carbon be-
schichtete Kupfersiebe aufgebracht und getrocknet wurden. Um die Gelatine zu entfernen 
wurden die Gitter mit der Probe nach unten auf 37 °C warme 2 % Gelatine PBS aufgelegt und 
für 15 min inkubiert. Anschließend wurden die Gitter nacheinander auf fünf Glycin Tropfen 
aufgelegt und jeweils 15 min inkubiert. Freie Bindungen der Proben wurden durch 30 min In-
kubation auf Block-Lösung geblockt, woraufhin die Gitter auf 5 Tropfen PBS je 5 min gewa-
schen wurden. Die Gitter wurden für 30 min auf in Block-Lösung verdünnten Erstantikörper-
tropfen inkubiert und anschließend erneut in PBS gewaschen. Äquivalent erfolgte die Inkuba-
tion mit Protein A Gold (10 nm Ø, 1:70 Verdünnung in Block-Lösung). Die Waschschritte wur-
den erneut wiederholt und anschließend zehn Waschschritte von je 2 min auf H2O Tropfen 
durchgeführt. Die letzten 3 Tropfen waren Eis gekühlt. Die Kontrastierung erfolgte durch kur-
zes Auflegen der Proben auf 2 Tropfen gekühltes Uranylacetat und 7 min Inkubation auf ei-
nem dritten Tropfen Uranylacetat. Anschließend wurden die Gitter für 10 min bei RT getrock-
net. Die Bilder wurden an FEI-F30 und Zeiss 900 EM Elektronenmikroskopen mit einer Slow-
Scan 2kx2k CCD Kamera aufgenommen. 
 
Fix1: 8 % (w/v) Paraformaldehyd, 0,2 % (w/v) Glutaraldehyd in 120 mM Pipes, 50 mM Hepes, 4 mM 
MgCl2, 20 mM EGTA, pH 6,9 
Fix2: 4 % (w/v) Paraformaldehyd, 0,1 % (w/v) Glutaraldehyd in 60 mM Pipes, 25 mM Hepes, 2 mM 
MgCl2, 10 mM EGTA, pH 6,9  
PBS: 8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 2,68 g/L Na2HPO4, 0,24 g/L KH2PO4/HCL, pH7,4 
Glycin: 50 mM Glycin in PBS 
Gelatine: 10 % (w/v) in PBS 
Succrose: 2,3 M Succrose in PBS 
Block-Lösung: 0,8 % (w/v) BSA, 0,1 % (w/v) Fischautgelatine, 1 % (w/v) Glutaraldehyd, 50 mM Glycin, 
PBS 
Uranylacetat: 0,45 % (w/v) Uranylacetat, 1,7 % (w/v) Methylcellulose in H2O 
 
2.5.7 Immunfluoreszenzanalyse von L. tarentolae 
Für die Markierung bestimmter Leishmanienproteine wurden pro Probe 5x106 Zellen abzentri-
fugiert (1500 g, RT, 15 min) und in 1 ml PBS gewaschen. In speziellen Fällen wurden die Zel-
len anschließend für 20 min in mit 1 µM Mitotracker versetztem BHI-Medium inkubiert und 
anschließend erneut gewaschen. Das Pellet wurde in 4 % PFA resuspendiert und die Zellen 
bei RT für 20 min unter Schütteln fixiert. Anschließend wurden die Zellen dreimal 5 min mit 
1 ml PBS gewaschen (I) und die Membranen unter Schwenken für 15 min in 1 ml 0,1 % Triton 
X-100 permeabilisiert. Die Zellen wurden erneut dreimal gewaschen (II) und für 30 min mit 
1 ml 3 % BSA geblockt. Die Markierung mit 1:10 und 1:100 in 3 % BSA verdünnten Antikör-
pern erfolgte für 1 h bei RT. Nach Wiederholung der Waschschritte (III) wurden die Zellen im 
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Dunkeln für 1 h mit 200 µl 1:3000 in PBS verdünntem AlexaFluor 495 α rabbit inkubiert. An-
schließend wurde 10 µg/ml Hoechst zu einer Endkonzentration von 1 µg/ml zugegeben und 
die Zellen erneut für 30 min im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden wie zuvor gewaschen, in 
200 µl PBS resuspendiert, 5 min bei 3000 g auf Deckgläschen aufzentrifugiert und in Moviol 
auf Objektträgern eingebettet. Bei den Schritten I-III wurden Kon-trollen entnommen und eben-
falls eingebettet. Für alternative Fixierungen mit Lösungsmitteln wurden die Zellen in einer 
dünnen Schicht auf Deckgläser aufgebracht, getrocknet und für 15 min in -20 °C kaltem Lö-
sungsmittel fixiert. Anschließend wurden die Deckgläser getrocknet und in Mowiol eingebettet. 
Die verwendeten Lösungsmittel waren: 100 % Aceton, 100 % Methanol, 20 % (v/v) Aceton mit 
80 % (v/v) Ethanol. Die Auswertung erfolgte einerseits an einem Zeiss Axiovert200M mit der 
Software Axiovision, andererseits an einem Zeiss LSM780 und der Software ZEN 2010. 
Folgende Filter wurden für das Axiovert200M verwendet: 
 
Filter Nr. Anregung Strahlteiler Emission 
Dapi 49 G365 FT395 BP445/50 
Rot 20 BP546/12 FT560 BP575-640 
GFP 37 BP450/50 FT480 BP510/50 
Tabelle 7 
 
4 % PFA: 4 % (w/v) PFA in PBS 
0,1 % Triton X-100: 0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS 
3 % BSA: 3 % (w/v) BSA in PBS  
Moviol: 25 % (v/v) Glycerin, 10 % (w/v) Moviol, 100 mM Tris/HCl pH 8,5 
Hoechst: 10 mg/ml Hoechst 3342 
2.6 Proteinbiochemische Methoden 
2.6.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Die Konzentration von Proteinproben wurde modifiziert nach Bradford [201] bestimmt. Eine 
Kalibriergerade mit 0-14 µg/ml BSA wurde für jede Messung erstellt. Die Küvetten wurden mit 
800 µl H2O abzüglich des Proteinlösungsvolumens befüllt, die Proteinlösungen zugegeben 
und die Reaktionen in 15 sec Abständen durch Zugabe von 200 µl Bradford Reagenz und 
gründlichem Mischen gestartet. Nach exakt 10 min Inkubation bei RT wurde die Absorption 
der einzelnen Probe bei 595 nm photometrisch bestimmt, wobei die Werte zwischen 0,1 und 
1,0 lagen. Die Kalibrierkurve wurde in SigmaPlot hyberbolisch gefittet und damit die Kurvenpa-
rameter mit folgender Formel ermittelt. 
y = a * x / (b + x) 
Die Proteinkonzentration wurde aus der Absorption berechnet.  
2.6.2 Fällung von Proteinen mit Trichloressigsäure  
Proteine wurden durch Zugabe von TCA (Endkonzentration 12 % (w/v) TCA) und anschlie-
ßender Inkubation bei -80 °C für mindestens 30 min gefällt. Die gefällten Prote-ine wurden 
abzentrifugiert (21000 g, 4 °C, 20 min) und das Pellet in 1 ml 100 % Aceton (-20 °C) resus-
pendiert. Die Proben wurden erneut zentrifugiert, die Pellets anschließend bei offenem Deckel 
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für 15 min bei RT getrocknet, in 1x Laemmli Puffer (2.6.3) aufgenommen und bis zur vollstän-
digen Resuspendierung geschüttelt. 
 
TCA: 72 % (w/v) TCA in H2O 
 
2.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  
Proteingemische wurden durch vertikale SDS PAGE ihrer Größe nach aufgetrennt. Je nach 
Probenanzahl und Proteingröße wurden Minigele (10 Taschen, 8 cm x 6 cm x 0,1 cm) bzw. 
Standard Gele (bis zu 21 Taschen 14 cm x 9 cm x 0,1 cm) verwendet. [202]. Die Proben wur-
den mit 1x Laemmli versetzt und 5 min bei 95 °C erhitzt. Bei Bedarf wurde dem 1x Laemmli 
Puffer 5-30 % 2-ME zugefügt, um Disulfidbrücken zu spalten. Um die Neubildung von Disul-
fidbrücken während des Aufkochens zu verhindern, wurden die Proben teilweise vor der Zu-
gabe von 1x Laemmli mit Iodacetamid (2 mM final) versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 
konstanter Stromstärke von 35 mA pro Gel. Anschließend wurden die Proteinbanden entwe-
der mit Coomassie-Blau-Färbung (2.6.4) analysiert, oder mittels Westernblott (2.6.6) auf eine 
Nitrocellulosemembran übertragen. 
 
Sammelgel: 5 % (w/v) Acrylamid, 0,03 % (w/v) Bisacrylamid, 60 mM Tris-HCl, pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS, 
(zur Polymerisation 0,05 % (w/v) APS und 0,1 % (v/v) TEMED) 
Trenngel: 10-20 % (w/v) Acrylamid, 0,1 % (w/v) Bisacrylamid, 375 mM Tris-HCl, pH 8,8, 0,1 % (w/v) 
SDS (zur Polymerisation 0,05 % (w/v) APS und 0,15 % (v/v) TEMED) 
Harnstoffgel: 20 % (w/v) Acrylamid, 0,27 % (w/v) Bisacrylamid, 4,17 mM NaCl, 0,625 M Tris, pH 8,8, 
0,25 % (w/v) SDS, 0,364 g/ml Urea (zur Polymerisation 0,03 % (w/v) APS und 0,1 % (v/v) TEMED) 
Bodengel: 1 % Agar in SDS-Laufpuffer 
SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris/HCl, 250 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3 
1x Laemmli: 2 % (w/v) SDS, 0-30 % (v/v) β-Mercaptoethanol, 10 % (v/v) Glycerin, 60 mM Tris-HCl 
pH 6,8, 0,02 % (w/v)  Bromphenolblau 
 
2.6.4 Coomassie-Blau-Färbung 
Der Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter Proteine erfolgte durch Färbung mit Coomas-
sie-Blau (modifiziert nach Fairbanks [203]). Dazu wurde das Gel in Färbelösung gelegt, in der 
Mikrowelle kurz aufgekocht und unter Schwenken für 20 min inkubiert. Die Lösung wurde ent-
fernt, das Gel in Entfärbelösung erneut erhitzt und für 20 min unter Schwenken inkubiert. Die-
ser Schritt wurde bis zur vollständigen Entfärbung des Gelhintergrundes wiederholt. Das ent-
färbte Gel wurde mit der Kamera E.A.S.Y. 440 photographiert und in Wasser gelagert. 
 
Färbelösung: 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Eisessig, 0,05 % (w/v) Coomassie Blau R bzw. G 
Entfärbelösung: 25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Eisessig 
2.6.5 Silberfärbung 
Um Proteinbanden geringer Konzentration in SDS Gelen anzufärben wurde die Silberfärbung 
verwendet. Das SDS Gel wurde 30 min unter Schwenken in TCA-Fix und dann 30 min in Lö-
sung 1 inkubiert. Anschließend wurde das Gel 20 min in Lösung 2 inkubiert. Das Gel wurde 
fünfmal für je 5 min in Wasser gewaschen und darauf in Lösung 3 bis zur gewünschten Inten-
sität der Banden entwickelt. Die Reaktion wurde durch Waschen mit Wasser abgestoppt. Ab-
gesehen von TCA-Fix wurden alle Lösungen vor Verwendung frisch angesetzt. 
 
TCA-Fix: 24 % (w/v) TCA, 50 % Methanol 
Lösung 1: 30 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsäure 
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Lösung 2: 1 g/L Natriumthiosulfat, 0,5 % (w/v) Glutaraldehyd,  
Lösung 3: 0,075 % (w/v) NaOH, 0,35 % (v/v) NH3, 0,8% (w/v) AgNO3 
 
2.6.6 Western Blot 
Für den immunologischen Nachweis von Proteinen bzw. zur Detektion radioaktiver Signale 
wurden die zuvor elektrophoretisch getrennten Proben aus dem Polyacryl-amidgel auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert [204]. Dazu wurden Whatmanpapiere sowie die Nitrozellu-
losemembran auf die Größe der Gele zurechtgeschnitten und in Transferpuffer inkubiert. Das 
Gel wurde auf die Nirocellulosemembran und diese zwischen 2 Whatmanpapiere gelegt. Der 
Transfer erfolgte einerseits im Semidry-Verfahren bei 250 mA pro großem Gel für 1 h im Elek-
troblotter (Peqlab) bzw. bei 100 V pro kleinem Gel für 1 h im Wetblot-Verfahren in einem Tank 
(Bio-RadMini Trans Blot). Die Proteine wurden durch 5 min Inkubation in Ponceau-Lösung 
angefärbt, die Membran gescannt und durch kurzes Schwenken in H2O entfärbt. 
 
Transferpuffer (Wet-Blot): 20 % (v/v) Methanol, 150 mM Glycin, 20 mM Tris 
Transferpuffer (Semi-Dry-Blot): 20 % (v/v) Methanol, 150 mM Glycin, 20 mM Tris, 
0,08 % (w/v) SDS 
Ponceau-Lösung: 0,2 % (w/v) PonceauS, 3 % (w/v) Trichloressigsäure 
 
2.6.7 Autoradiographische Detektion von Proteinen. 
Nach dem Transfer radioaktiv markierter Proteine auf Nitrozellulose wurden diese ebenfalls 
mit Ponceau-Lösung angefärbt, die Membranen getrocknet, und die Strahlung für bis zu 8 
Wochen mit Kodak Biomax MR Film detektiert. 
2.6.8 Immundetektion von Proteinen 
Der Nachweis der auf Nitrozellulose immobilisierten Proteine erfolgte durch Immundetektion. 
Dabei wurden freie Bindungen der Membran durch 1 h Inkubation in Milch (alle individuell ge-
fertigten Antikörper) oder BSA (alle von Firmen bezogenen Standard Antikörper) blockiert. Der 
spezifische Primärantikörper wurde 1:500 – 1:10000 ebenfalls in Milch oder BSA verdünnt und 
die Membran für 1-2 h bei RT oder üN bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde die Membran 
dreimal 10 min mit TBST/T und einmal mit TBS gewaschen und 1 h bei RT in 1:10000 mit 
Milch oder BSA verdünntem, HRP-konjugiertem Sekundärantikörper gegen Kaninchen bzw. 
Maus inkubiert. Die Mem-bran wurde erneut dreimal in TBST/T und einmal mit TBS gewa-
schen und anschließend mit frisch mit H2O2 versetzer ECL Lösung benetzt. Die Lumineszenz 
wurde mit Fuji Röntgenfilm für 1 sec bis 30 min detektiert. 
 
BSA: 3 % (w/v) BSA fettsäurefrei in TBS 
Milch: 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS 
TBS: 10 mM Tris-HCl, 0,9 % (w/v) NaCl, pH 7,4 
TBST/T: 10 mM Tris-HCl, 0,9 % (w/v) NaCl, pH 7,4, 0,05 % (v/v) Tween 20, 0,2 % (v/v) Triton X-100 
ECL: 100 mM Tris pH 8,5, 33 µg/ml Coumarin, 220 µg/ml Luminol, 0,03 % H2O2  
 
2.6.9 Expression und Reinigung rekombinater Proteine mit Ni-NTA 
Für die Expression von Proteinen wurde eine LBAmp Vorkultur mit einer E. coli Einzelkolonie 
beimpft und üN bei 37 °C (ScGrx6-8), bzw. 30 °C (LtErv) und 140 rpm inkubiert. Am nächsten 
Morgen wurden zwei Liter Medium in fünf Liter Kolben 1:20 (ScGrx6-8) bzw. 1:40 (LtErv) be-
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impft. Im Fall von ScGrx6-8 wurde die Kultur bei 37 °C weiter bis zu einer OD600 von 0,5 inku-
biert. Für die Expression von LtErv wurde die Kultur bis zu einer OD600 von 0,4 bei 25 °C inku-
biert und anschließend auf 16 °C bis zu einer OD600 von 0,5 für eine weitere Stunde inkubiert. 
In beiden Fällen wurde die Proteinexpression durch anschließende Zugabe von 0,5 mM 
(ScGrx6-8) bzw. 0,1 mM (LtErv) IPTG induziert. Die Expression erfolgte für 4 h (ScGrx6-8) 
bzw. üN (LtErv). Die Zellen wurden auf Eis abgekühlt, zentrifugiert (4000 g, 4 °C, 10 min) und 
in eiskaltem Aufschlusspuffer gewaschen. Je nach Protein und Bedarf wurden die Pellets so-
fort verwendet oder bei -20 °C eingefroren. Die Zellen wurden in 10 ml Aufschlusspuffer pro 
Pellet von 2 L Kultur resuspendiert (gefrorene Pellets für 1 h auf Eis gelöst), mit 10 mg/ml Ly-
sozym und einer Spatelspitze DNaseI versetzt und für 1 h auf Eis gerührt. Der Zellaufschluss 
erfolgte durch sechs 10 sec Ultraschallpulse bei 70 % Power und Cycle 5, mit 10 sec Pause 
nach jedem Puls. Die Zelltrümmer wurden abzentrifugiert (30500 g, 4 °C, 30 min) und der 
Überstand bei Geschwindigkeit 10 der peristaltischen Pumpe P1 auf eine mit Aufschlusspuffer 
equilibrierte 1 ml Ni-NTA Säule gegeben. Das gebundene Protein wurde mit 10 SV Waschpuf-
fer gewaschen und mit Elutionspuffer eluiert. Im Fall von LtErv wurde das Zelltrümmerpellet 
nochmals in 10 ml Aufschlusspuffer resuspendiert, für 30 min bei 4 °C im Überkopfschüttler 
inkubiert und erneut mit Ultraschall aufgeschlossen und über die Säule gereinigt, da viel Pro-
tein scheinbar membranassoziiert im Pellet verblieben war. 
 
Aufschlusspuffer/Waschpuffer ScGrx6-8: 50 mM NaxHxPO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0 
Aufschlusspuffer LtErv: 50 mM NaxHxPO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 0,25 % (v/v) Tween-20, pH 
8,5 
Waschpuffer LtErv: 50 mM NaxHxPO4, 300 mM NaCl, 67 mM Imidazol, 0,25 % (v/v) Tween-20, pH 8,0 
Elutionspuffer Grx: 50 mM NaxHxPO4, 300 mM NaCl, 125 mM Imidazol, pH 8,0 
Elutionspuffer LtErv: 50 mM NaxHxPO4, 300 mM NaCl, 400 mM Imidazol, pH 8,0 
 
2.6.10 Analytische Gelfiltration 
Die Bestimmung der apparenten molekularen Masse der gereinigten rekombinanten Proteine 
erfolgte mit einer Hi Load 16/60 200 Superdex Gelfiltrationssäule. Die Kali-brierungsgeraden 
wurden mit HMW und LMW Gelfiltrationsstandards in 50 mM Tris, 300 mM NaCl, pH 8,0 ers-
tellt. Das Protein wurde vor der Auftragung abzentrifugiert (21000 g, 4 °C, 30 min), um Präzipi-
tate zu entfernen. Die Auswertung erfolgte mit der Software Unicorn 3,21. Die Größe der Pro-
teine wurde nach folgenden Formeln berechnet: 
kAV = (Ve - V0) / (Vt - V0) = c - b x logMw 
logMw = (kAV - c) / - b 
2.6.11 Surface Plasmon Resonance Spektroskopie 
Die SPR wurde von Thorsten Pirch (Service Unit Bioanalytics, Mikrobiologie, LMU) durchge-
führt. Rekombinantes ScGrx8 wurde wie in 2.6.9 beschrieben gereinigt, in SPR Puffer umge-
puffert, 1:1 mit NaAc verdünnt und auf den Sensorchip aufgebracht. Als Referenz diente eine 
nicht proteingekoppelte Zelle. 
 
SPR-Puffer: 50 mM NaxHPO4, 300 mM NaCl, pH 7,4 
NaAc: 10 mM NaAc, pH 5,5 
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2.6.12 Metallionenanalyse 
Der Metallionengehalt wurde von Helmut Hartl (Zentrale Analytik, Fakultät für Chemie und 
Pharmazie, LMU) mittels optischer Atomemissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem 
Plasma (ICP-AES) durchgeführt. Proteine wurden wie in 2.6.9 beschrieben gereinigt. Elutions-
puffer diente als Negativkontrolle. 
2.6.13 Proteinkristallisation 
Die Kristallisationsexperimente im Sitting Drop Verfahren wurden mit frisch aufgereinigtem 
(2.6.9), rekombinanten ScGrx8, ScGrx8C28S und ScGrx7 durchgeführt. Alle Proteine wurde 
mittels Gelfitrationschromatographie in 10 mM Tris bzw. 10 mM NaxHxPO4 Puffer, pH 8,0, wei-
ter gereinigt und die Eluate in CentriPrep 10K Filtrationsröhrchen aufkonzentriert. Präzipitier-
tes Protein wurde durch Zentrifugation (186000 g, 4 °C, 30 min) des Eluats entfernt und an-
schließend die Proteinkonzentration des Überstandes bestimmt. Um geeignete Kristallisati-
onsbedingungen zu bestimmen, wurden die Reservoire von 96 Well Platten mit je 200 µl Puf-
fer der entsprechenden NeXtal Suites befüllt, 1 µl Protein in unterschiedlichen Konzentratio-
nen in die Platten pipettiert und mit je 1 µl der Pufferlösungen gemischt. Die Reservoirs wur-
den luftdicht mit Klebefolie verschlossen, und die Kristallisation erfolgte bei konstant 20 °C. 
Die Morphologie der Kristallansätze wurde sofort nach dem Pipettieren und anschließend in 
regelmäßigen Abständen kontrolliert. Folgende NeXtalSuites wurden verwendet: Classics, 
Classics Lite, pH clear I, pH clear II, AmSO4, PEG. Zusätzlich wurden die Proben mit Supple-
ments versetzt. 
2.6.14 In vitro-Synthese mitochondrialer Vorstufenproteine  
Alle Vorstufenproteine wurden mit TNT-Reticulozytenlysat nach dem Protokoll des Herstellers 
für 1 h bei 30 °C hergestellt. Als radioaktiver Marker wurde [35S] Methionin verwendet. Als 
Template für die in vitro Translation dienten pGEM4 Konstrukte (Tabelle 5). 
2.6.15 Pulldown-Assays  
Pulldown von ScGrx8 Interaktionspartnern 
Um potentielle Interaktionspartner von Hefeproteinen zu identifizieren, wurde frisch gereinig-
tes, rekombinantes ScGrx8 bzw. ScGrx8C28S verwendet. Als Negativkontrolle diente ein Paral-
lelansatz dem statt rekombinantem Protein Elutionspuffer zugefügt wurde. Sechs Liter YPD 
wurden mit W303 zu einer OD600 von 0,025 angeimpft und üN bei 30 °C bis zu einer OD600 
zwischen 4,2 und 8,7 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen abzentrifugiert (4000 g, 4 °C, 
10 min) und in 600 ml P0-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden in 35 ml Aufschlusspuffer re-
suspendiert und in einer French Press 40K bei 22000 psi aufgeschlossen. Die Zelltrümmer 
wurden abzentrifugiert (30500 g, 4 °C, 1 h), der Überstand mit 0,3 mg/ml Diamid versetzt und 
weitere Zellfragmente und Organellen abgetrennt (230000 g, 4 °C, 1 h). Der Überstand wurde 
mit aufgereinigtem Protein versetzt und üN bei 4 °C im Überkopfschüttler inkubiert. Die Reini-
gung des an putative Interaktionspartner gekoppelten Proteins erfolgte wie in 2.6.9 beschrie-
ben bei einer Flußgeschwindigkeit von 6. Der Waschpuffer wurde mit 0,1 % (v/v) Triton X-100 
versetzt. Die Eluate wurden mit 1x Laemmli mit und ohne 2-ME versetzt, für 5 min bei 95 °C 
aufgekocht und mittels SDS-PAGE und Coomassie Färbung analysiert. 
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Px-Puffer: 50 mM NaxHxPO4, 300 mM NaCl, x mM Imidazol , pH 8,0 
Aufschlusspuffer: 50 mM NaxHxPO4, 300 mM NaCl, pH 8,0, complete EDTA free Protease Inhibitor Mix 
 
Pulldown von LtErv Interaktionspartnern 
Um potentielle Interaktionspartner von LtErv zu identifizieren wurde am Vortag über Ni-NTA 
gereinigtes, His-getagtes LtErv verwendet. Eine 3 Liter L. tarentolae Kultur wurden bis zu einer 
Konzentration von 5-9x107 Z/ml angezogen, durch Zentrifugation (4000 g, 4 °C, 15 min) 
geerntet und in 0,05 ml TKM pro 1x109 Zellen resuspendiert. Die Zellen wurden für 15 min auf 
Eis inkubiert und anschließend 6x 10 sec, unterbrochen von 10 sec Pause, mit einer Intensität 
von 0,5 und 70 %, auf Eis sonifiziert. Die Zellfragmente wurden durch Ultrazentrifugation 
(151000 g, 4 °C, 30 min) abgetrennt, anschließend in der Hälfte des anfänglichen Volumens 
an TKM resuspendiert, erneut sonifiziert und nochmals zentrifugiert. Die beiden Ultrazentrifu-
gations-Überstände wurden vereinigt und bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Ein Volumen 
von 150 µl Ni-NTA wurde mit 3 ml P0-Puffer äquilibriert und mit 16-64 nmol am Vortag gerei-
nigtem LtErv in P20, beladen. Die Geschwindigkeit der peristaltischen Pumpe war 1. Anschlie-
ßend wurde die Säule 3x mit 1 ml P0-Puffer gewaschen. Eine weitere 150 µl Ni-NTA Säule 
wurde parallel behandelt, jedoch nicht mit Protein beladen und diente als Negativkontrolle. Je 
die Hälfte des Zellysates wurde auf eine Säule aufgetragen, für 1 h bei 4 °C inkubiert und die-
se anschließend mit 10 ml P50-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte durch 10 min Inkubation 
mit 150 µl P375-Puffer. Dieser Schritt wurde wiederholt. Um den Reinigungsverlauf zu kontrol-
lieren wurden von jedem Schritt des Versuches Proben genommen, die einerseits mit 1x 
Laemmli mit 2-ME, andererseits mit 1x Laemmli mit 50 mM IAc versetzt wurden. Die Proben 
wurden mittels Westernblot (2.6.6) analysiert. 
 
TKM: 20 mM Tris/HCl, 1 % (v/v) TritonX-100, pH 7,6 
 
2.6.16 Immunoaffinitäts-Chromatographie 
Diese Methode wurde verwendet, um Bindungspartner von LtErv zu identifizieren. Die Spezifi-
tät des Versuches wurde mittels zweier parallel durchgeführter Versuche kon-trolliert, wobei 
ungekoppeltes Säulenmaterial als Negativkontrolle verwendet wurde. Ein Volumen von 10 µl 
(2,9 mg) CNBr-Sepharose wurde durch dreimalige Zugabe von 1 mM HCl aktiviert und an-
schließend mit 0,14 nmol Antikörper in Coupling Puffer für 2 h bei RT inkubiert. Da CNBr-
Sepharose mit primären Aminen reagiert, wurde dieser Puffer gewählt. Das Säulenmaterial 
wurde bei 16100 g und RT für 30 sec abzentrifugiert und dreimal mit 100 µl Coupling Puffer 
und anschließend dreimal abwechselnd mit NaAc Puffer und Tris Puffer gewaschen. Isolierte 
Mitochondrien (1 mg) wurden abzentrifugiert (16100 g, 4 °C, 5 min) in 950 µl Lysepuffer re-
suspendiert und mit 0,1 % (w/v) SDS und 0,5 % (w/v) DDM versetzt. Die Lyse erfolgte im 
Überkopfschüttler für 1,5 h bei 4 °C. Je 900 µl des Lysates wurden auf die vorbereiteten 
CNBr-Sepharosen gegeben und für 4 h im Überkopfschüttler bei 4 °C inkubiert. Die Sepharo-
se wurde abzentrifugiert (16000 g, 4 °C, 2 min) und dreimal mit 500 µl Lysepuffer mit 0,01 % 
(w/v) DDM und ohne Proteaseinhibitor gewaschen. Der Überstand wurde entfernt, die Sepha-
rose in 20 µl 1x Laemmli ohne 2-ME aufgenommen und für 20 min auf Eis inkubiert. Der Über-
stand wurde abgenommen und dem Säulenmaterial 1 µl 2-ME zugegeben. Beide Laemmli 
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Proben wurden für 5 min auf 95 °C erhitzt und anschließend mittels SDS-PAGE (2.6.3) und 
Westernblot (2.6.6) analysiert. Zusätzlich wurden von jedem Schritt des Versuches Proben 
genommen, die mit 1x Laemmli mit bzw. ohne 2-ME versetzt wurden um den Reinigungsver-
lauf zu kontrollieren. Die Proben wurden ebenfalls mittels Westernblot (2.6.6) analysiert. 
 
Coupling Puffer: 100 mM NaHCO3, 500 mM NaCl, pH 8,3  
NaAc Puffer: 100 mM, NaCl 500 mM, pH 4,0 
Tris Puffer: 100 mM, NaCl 500 mM, pH 8,0 
Lysepuffer: 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7,5, complete EDTA free Protease Inhibitor Mix 
 
2.6.17 Glutaredoxin-Assay 
Dieser Assay wurde zur in vitro Charakterisierung der Enzymaktivität von ScGrx6-8 verwen-
det. Er beruht auf der Oxidation von GSH durch Grx. GSSG wird durch GR reduziert, welche 
NADPH oxidieret. Durch diese Reaktion wird die GSH Konzentration im Assay konstant gehal-
ten. Die Verringerung der NADPH Konzentration wurde photometrisch bei 340 nm verfolgt 
(ε340nm = 6,22 mM-1cm-1). In einem Gesamtvolumen von 1 ml wurden in auf 25 °C vortempe-
riertem Grx-Assaypuffer 0,1 mM NADPH, 0,2 mM GSH und 74 µM HEDS vorgelegt, gemischt 
und für 2 min vorinkubiert, um die Bildung von gemischten Disulfiden zwischen HEDS und 
GSH zu ermöglichen. Anschließend wurde 0,25-1 U/ml GR zugegeben, die Messung nach 
insgesamt 2,5 min gestartet und eine 30 sekündige Basislinie in Abwesenheit des Grx aufge-
nommen. Anschließend wurde das zu untersuchende Enzym zugefügt, und die Messung für 
eine weitere Minute durchgeführt. In den Messungen wurden sowohl die Substrat- und En-
zymkonzentrationen als auch die Reihenfolge der Zugabe der Reagenzien, welche kurz vor 
Verwendung in Grx-Assaypuffer gelöst wurden variiert. Es wurden 30-50 nM ScGrx7 bzw. 
25 µM ScGrx8 im Assay eingesetzt. Alternativ wurde entweder die initiale GSH-Konzentration 
(ScGrx7: 50 µM und 5 mM, ScGrx8: 0,1-4 mM) bei fixer initialer HEDS-Konzentration (ScGrx7: 
0,18, 0,37, 0,55 oder 0,74 mM, ScGrx8: 0,74 mM), bzw. die initiale HEDS-Konzentration 
(ScGrx7: 74 µM and 2,2 mM, ScGrx8: 0,1-1,0 mM) bei fixer initialer GSH-Konzentration 
(ScGrx7: 0,5, 1,0 oder 1,5 mM, ScGrx8: 2,0 mM) variiert. In einigen Assays wurde Grx vorge-
legt und die Reaktion durch Zugabe von HEDS gestartet. Um Hintergrundreaktionen auszu-
schließen wurde bei allen Messungen die Absorption einer parallel behandelten Referenzkü-
vette mit allen Reagenzien, außer dem zu untersuchenden Enzym, bestimmt.  
 
Grx-Assaypuffer: 0,1 M Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 
Stammlösungen: NADPH: 4 mM, GSH: 40-100 mM, GR: 25-125 U/mL, HEDS: 29,4-74 mM, GSSCys: 
10 mM. Alle Lösungen wurden mit Grx-Assaypuffer hergestellt. 
 
2.6.18 Thioredoxinreduktase-Assay 
In diesem Assay wurde die Reduzierbarkeit der internen Disulfidbrücken von ScGrx8 Disulfid, 
ScGrx8C28S-SSG und ScGrx7-SSG durch Thioredoxinreduktase anhand der Absorptionsände-
rung von NADPH untersucht. In einem Gesamtvolumen von 1 ml wurde TrxR-Assaypuffer mit 
100 µM frisch gelöstem NADPH und 0,2-0,6 µM TrxR versetzt und eine Basislinie bei 340 nm 
für 30 sec bei 25 °C aufgezeichnet. Anschließend wurde 0-25 µM des zu untersuchenden, 
oxidierten Proteins zugefügt und die Absorption für weitere 70 sec gemessen. Die Aktivität und 
Funktionalität der TrxR wurde mit NADPH und DTNB als Kontrollsubstraten bestätigt. 
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TrxR-Assaypuffer: 100 mM KxHxPO4, 1 mM EDTA, pH 7,0 
 
2.6.19 Insulin-Assay 
Die Thioredoxinaktivität von Proteinen wurde durch Inkubation mit Insulin untersucht. In einem 
Gesamtvolumen von 1 ml wurde 170 µM Insulin mit 25 bzw. 100 µM Redoxprotein versetzt 
und das Ausfallen des Isulins durch Reduktion turbidimetrisch bei 600 nm für 90 min in 3 min 
Schritten verfolgt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mM Dithiothreitol (DTT) gestartet. 
Zur Kontrolle wurden parallele Ansätze ohne Protein bzw. mit und ohne Elutionspuffer ver-
messen. 
 
Assay-Puffer: 50 mM Tris/HCl, 2 mM EDTA, pH 7,4 
Insulin: 17 mM in Assay Puffer 
DTT: 200 mM in Assay Puffer 
 
2.6.20 Cytochrom c-Assay 
Der Cytochrom c Assay wurde von C. Petrungaro nach Bihlmaier [87] durchgeführt. In einem 
finalen Volumen von 1 ml wurden 2 µM LtErv, 40 µM EqCytochrom c und 2,5 µM EDTA in auf 
25 °C temperierten Cyt c-Assay-Puffer vorgelegt und der Assay durch Zugabe von 0-1 mM 
DTT gestartet. Die Reduktion von EqCytochrom c wurde 5 sec nach der Zugabe von DTT pho-
tometrisch bei 550 nm verfolgt.  
 
Cyt c-Assay-Puffer: 50 mM NaPi pH 8,0, 50 mM NaCl 
 
2.6.21 Reinigung von Antikörpern 
Für die Affinitätsreinigung von Peptidantikörpern wurde SulfoLink Coupling Gel (Pierce) ver-
wendet. Die Vorraussetzung für die Verwendung dieses Materials war mindestens ein Cystein 
in der Peptidsequenz, um eine kovalente Bindung an das Säulenmaterial zu ermöglichen. Das 
Peptid (1 mg) wurde in Puffer1 gelöst, auf 1 ml mit Puffer1 äquilibriertes Säulenmaterial gege-
ben und für 15 min bei RT im Rotator inkubiert. Da-raufhin wurde die Probe für weitere 30 min 
ohne Rotieren inkubiert. Das Säulenmaterial wurde mit 3 SV Puffer1 gewaschen und unspezi-
fische Bindungsstellen durch 15 min Inkubation im Rotator mit 1 SV 50 mM frisch in Puffer1 
gelöstem Cystein geblockt. Die Säule wurde erneut für 30 min ohne Schütteln inkubiert und 
anschließend mit 16 SV 1 M NaCl gewaschen. Vor der Verwendung wurde die Säule nachei-
nander mit je 10 ml Puffer2, Puffer3, Puffer4, Puffer5 und erneut mit Puffer2 gewaschen. Für 
die Bindung der Antikörper wurden 6 ml Serum mit 24 ml mit complete EDTA free protease 
inhibitor Mix versetztem Puffer2 gemischt, um mögliche Proteaseaktivitäten zu unterbinden. 
Die Lösung wurde dreimal mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe auf die Säule geladen. An-
schließend wurde die Säule zunächst mit 10 ml Puffer2, dann mit 10 ml Puffer6 gewaschen. 
Die Elution der Antikörper erfolgte durch Zugabe von je 10 ml Puffer7, Puffer8 und Puffer5. 
Das Eluat wurde in 1 ml Fraktionen gesammelt, welche mit 100 µl 1 M Tris Base (bei Citrat- 
und Glycinelution) bzw. 1 M Glycin/HCl (pH 2,5) (bei Natriumphosphatelution) neutralisiert 
wurden. Die Proteinkonzentration in den einzelnen Fraktionen wurde nach Bradford (2.6.1) 
bestimmt, wobei die Fraktionen 2-4 der Glycinelution meist die höchsten Antikörpermengen 
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enthielten. Die entsprechenden Fraktionen wurden bei -20 °C gelagert. Zur Aufbewahrung der 
Säule wurde diese nach jedem Gebrauch mit 10 SV Puffer9 gewaschen, mit 1 ml des gleichen 
Puffers überschichtet und bei 4 °C gelagert. 
 
Puffer1: 50 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 8,5  
Puffer2: 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 
Puffer3: 100 mM Gycin/HCl, pH 2,5 
Puffer4: 10 mM Tris/HCl, pH 8,8 
Puffer5: 100 mM Natriumphosphat, pH 11,5 
Puffer6: 10 mM Tris/HC,l pH 7,5, 500 mM NaCl 
Puffer7: 100 mM Citrat, pH 4,0 
Puffer8: 100 mM Glycin/HCl, pH 2,5 
Puffer9: 0,02 % (w/v) Natriumazid, 10 mM Tris/HCl pH 7,5 
 
2.6.22 DTNB-Assay 
Der DTNB-Assay wurde zum Nachweis von reduzierten Thiolen verwendet. Um Variationen 
des Assays zu vermeiden, wurde der Elutionspuffer des zu untersuchenden Proteins als As-
saypuffer verwendet. In ein Gesamtvolumen von 800 µl wurde 600 µM DTNB vorgelegt, 40 µM 
Protein zugegeben und nach exakt 5 min die Absorption bei 412 nm gemessen. Zur Bestim-
mung der Anzahl an Thiolgruppen, bzw. des pufferabhängigen Extinktionskoeffizienten, wurde 
eine Kalibriergerade mit 2-ME oder DTT angefertigt. Die Auswertung erfolgte mit SigmaPlot. 
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3 Ergebnisse 
3.1 In silico-Vergleich mitochondrialer Proteinimportkomplexe von 
Nicht-Opisthokonten 
Um einen Überblick über die Konservierung der mitochondrialen Importkomplexkomponenten 
in parasitischen Protisten zu erhalten, wurden umfangreiche Sequenzanalysen in den Geno-
men von Apikomplexa und Kinetoplastiden durchgeführt. Dabei wurden sowohl vorherige Se-
quenzanalysen bestätigt [113, 205], als auch neue Kandidaten der Importkomplexe sowie eine 
neue Klasse von kleinen-Tim-Proteinen identifiziert und stark konservierte MPI-Protein-
Sequenzmotive bestimmt. 
 
Protein P. falciparum a L. major b T. cruzi b 
 
  Tob55  PFF0410w c ? Q4FXM0  Q4CQ17, Q4CQX2  
Tom40  PFF0825c Q4FYU6? Q4DKQ4? 
Tom22 PFE1230c  - - 
Tom70 ? ? ? 
Tim17 PF14_0328 Q4QHR2  Q4DWJ1, Q4E545 
Tim23 PF13_0300 ? ? 
Tim50 PF07_0110 Q4Q9N6? Q4DGU0? 
Tim22 PFF1330c ? ? 
Tim9/10 PF13_0358 / PFL0430w Q4QBW9, Q4Q9T6 Q4E1C1, Q4DQZ7 
Tim8/13 PF14_0208 / PFL2065c  Q4QID6,  Q4QAR1  Q4D9I4, Q4DJ63  
Erv1 PFA0500w Q4QF88 Q4CWP6 
Oxa1 MAL8P1.14  Q4QGW4 Q4E0N8 
Tabelle 8  
Die Tabelle zeigt in Apikomplexa und Kinetoplastiden identifizierte potentielle Kandidaten des MPI. Strit-
tige Proteineigenschaften sind mit einem Fragezeichen gekennzeichnet. a Annotationen nach Plas-
moDB (http://plasmodb.org/plasmo/), b Annotationen nach UniProtKB (http://www.uniprot.org/uniprot/),  
c
 Der N-terminale Teil des Proteins könnte falsch vorhergesagt sein und evtl. mit den AS MNTEL begin-
nen [190]. 
 
In Kinetoplastiden wurden homologe Proteine mit einer hohen Sequenzähnlichkeit zu den aus 
der Supergruppe der Opisthokonten bekannten Proteinen Tob55/Sam50, Erv1, kleine-Tim-
Proteine, Tim17 und Oxa1 identifiziert. Zusätzlich wurden in Apikomplexa zu Tom40, Tim22, 
Tim23 und Tim50 homologe Proteine bestimmt (Tabelle 8). Die Kandidaten für Tim50 in Kine-
toplastiden wurden durch die Suche nach speziellen Sequenzmotiven identifiziert (Tabelle 9). 
Auch diese Methode identifizierte keine eindeutigen Kandidaten für Tom70. Weitere Unter-
schiede der mitochondrialen Importkomplexe in Nicht-Opisthokonten im Vergleich zu Opistho-
konten ergaben sich, da in keinem der untersuchten Organismen zu dem IMS-Protein Mia40 
sowie zu vielen Rezeptorproteinen der Importkomplexe homologe Proteine gefunden wurden 
[190]. In den Genomen der analysierten Kinetoplastiden wurden einige Kandidaten von klei-
nen-Tim Proteinen identifiziert. Deren Sequenzvergleich führte zu einer Einteilung in vier 
Gruppen von klassischen kleinen-Tim-Proteinen. Zusätzlich wurde eine weitere Gruppe von 
kleinen-Tim-ähnlichen Proteinen bestimmt, welche sich durch die Abwesenheit der Cysteine 
C1 und C4 auszeichnet (Abbildung 5) [190].  
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                                                                    C1     C2 
ScTim9           ----------------------MDALNSKEQQEFQKVVEQKQMKDFMRLYSNLVERCFTDCVNDFT  
ScTim8           -------------MSSLSTSDLASLDDTSKKEIATFLEGENSKQKVQMSIHQFTNICFKKCVESVN  
ScTim12          ----------------MSFFLNSLRGNQEVSQEKLDVAG-VQFDAMCSTFNNILSTCLEKCIPHEG  
ScTim10          -----------------MSFLGFGGGQPQLSSQQKIQAAEAELDLVTDMFNKLVNNCYKKCINTSY  
ScTim13          MGLSSIFGGGAPSQQKEAATTAKTTPNPIAKELKNQIAQELAVANATELVNKISENCFEKCLTS--  
Tb927.3.1600     -----------------MQPPQTNPQLAGMAQRDVVVLAE----RQQLISNEGFNYCMRRCITHYG  
TcQ4DQZ7         -----------------MQPPQANPQLAGLPQRDAVVLAE----KLQLITYDGFMHCARQCITHYG  
LmQ4Q9T6/sTim1   -----------------MQPVQSNPSLMGLTQSEAVILSE----KLYHISNEGFMYCTKKCITHYG  
Tb11.02.3065     -----------------MNQSSS---LWGEEFEVLKQMQE------DRMNFANNMTCHERCVSQYW  
TcQ4DJ63         -----------------MAYNTP---AWNEEFGVLKQMQE------DRMNFANSMTCHERCVSHYW  
LmQ4QAR1         ---------------MNPNQPPRRKTAFNEEFDVMQAIQE------DRMAYHASIACHERCVHNYF  
Tb927.7.2200     --------------------------------MRLAVKQESF--RLEVLMSRLQSECFTFCCKNLS  
TcQ4E1C1         --------------------------------MQLEVKQE--SFRIEMLMSRLQSECFNLCCKDLR  
LmQ4QBW9         --------------------------------MNLGVKQE--SFRIEAMMSSLREECFNLCCKELY  
Tb927.5.3340     ----------------------------MQSQMMLMQAME--RYGMLDLANSALEQCWDICYDRNL  
TcQ4D9I4         ----------------------------MQGQMMVMHAME--HYSMLDLANDVLEKCWNICFDVNL  
LmQ4QID6         ----------------------------MQAQMMLGQALE--HYAMMDFANLVLEQCWDICYDSQL  
Tb927.4.3430     -----------------------MGQDQSMAFANDTISGE-QYRAHQVSRQDIIRRAFQKCVVPLN  
TcQ4DDD2         -----------------------MGQSNSWALASDTIKGE-QYRAYHAARQNIVHRAFQKCVAPSS  
LmQ4Q3B2         -----------------------MGQSNGAALAKDTIASE-QFLKYQEARHRIVHRAFVKCVVPSS  
       
              C3     C4          
ScTim9           TS-----------KLTNKEQTCIMKCSEKFL----KHSERVGQRFQEQNAALGQGLGR--------  
ScTim8           DS-----------NLSSQEEQCLSNCVNRFLD---TNIRIVNGLQNTR------------------  
ScTim12          FGEP---------DLTKGEQCCIDRCVAKMH----YSNRLIGGFVQTRGFGPENQLRHYSRFVAKE  
ScTim10          SEG----------ELNKNESSCLDRCVAKYF----ETNVQVGENMQKMGQSFNAAGKF--------  
ScTim13          -------------PYATRNDACIDQCLAKYM----RSWNVISKAYISRIQNASASGEI--------  
Tb927.3.1600     EDS---------IPYHPGEKACLDRCVNKIH----NGLDLSCTIRKEFEEKIKKGDMPYR--WMKE  
TcQ4DQZ7         EDS---------LPYHPGEKSCLDRCISKVY----NGLELSRQLKKEFEEKVKRGEMPYR--WMKE  
LmQ4Q9T6/sTim1   DDA---------IPYHPGEKACLDRCISKVR----NGMYMAIDHKKEFEQKLRSGDLPYQ--WMKD  
Tb11.02.3065     FN-----------NFYGPEHRCMRNCLEKLN----QVGVITNIVFTKHEQGKTGSKGK--------  
TcQ4DJ63         FN-----------DFYAGEYRCMRNCLEKLN----QVGIITNVNFNKYEQEKTARKRK--------  
LmQ4QAR1         FN-----------NFYWREKTCMDNCLDKIN----QATVITNINYGKFEDVESKK-----------  
Tb927.7.2200     SK-----------ELTMDEVKCVERCAVKYL----QASDIIN--RALDKGESGGGAVKQM--LKL- 
TcQ4E1C1         SN-----------ELSMQEVRCVDRCSQRYL----RTHDIIA--NAVDRGQSSGGKIKL------- 
LmQ4QBW9         KDA----------ELTKDEVHCIDRCSWRYL----HTNKIIS--NSLDR-KTQGGGKKLM------ 
Tb927.5.3340     TRHELVEGVLPDAKLQKMEA-CQRKCIARHF----EVMRLMNASREQREKEMLQGLPPGS--LGME 
TcQ4D9I4         TRKELVEGDLPDSKLRKMEA-CQRKCIARHF----EVMKLMNGARELREKEALQGLPPGS--LSAE 
LmQ4QID6         TRPELAGGALPDVKAQKMDA-CARKCVARHF----EVLTLLSATRELREKERMQGLPPGT--LTSM 
Tb927.4.3430     GGAGDKNG----LGLDSGERACVEEFALLYSAYGKNGFAQFSQLYEQYQRDMFEKARVEM--MTQQ 
TcQ4DDD2         TEVSDF-------NLTKDEQTCVEEFALLYAAFAKNGFAQLSQLYEQHQREMYEKARLEM--MAQQ 
LmQ4Q3B2         KGKDDGY------DLTPEERVCVEEFAILYAGFAKKEFLHFSSLYEQYQRDQYEKMRLEV--MQQQ 
 
 
ScTim12          IADDSKK  
Tb927.3.1600     VLSENE-  
TcQ4DQZ7         MTAAAT-  
LmQ4Q9T6/sTim1   AAAGKM-  
Tb927.4.3430     ARKELSR  
TcQ4DDD2         ARKELKH  
LmQ4Q3B2         ARKDIQH 
 
 
Abbildung 5: Alignment der kleinen-Tim-Proteine aus Hefe und parasitischen Kinetoplastiden.  
In den Genomen der Kinetoplastiden wurden vier unterschiedliche Gruppen (I-IV) von kleinen-Tim Pro-
teinen und eine neue Gruppe (TL) von kleinen-Tim-ähnlichen Proteinen identifiziert [190]. In den Pro-
teinen dieser Gruppe fehlen die Cysteine C1 und C4 und wurden durch Alanin bzw. Phenylalanin er-
setzt. Charakteristische Aminosäuren wurden farblich hervorgehoben. Die Struktur von monomerem 
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Um die weitere Identifizierung von MPI-Proteinen in Eukaryoten zu verbessern, wurden multip-
le Alignments durchgeführt, mit welchen konservierte Sequenzmotive gefunden wurden 
(Tabelle 9). Die Verwendung dieser Motive bestätigte einerseits die Ergebnisse früherer in 
silico-Studien, andererseits wurden putative Homologe neuer kleiner-Tim-Proteine, Tim50 und 
Tom40 identifiziert.  
 
Protein Nr. Peptidsequenz Vorraussichtliche Position 





Hy R G F 
(H/F/Q) Hy (F/Y) x3 G Po Hy 
G Hy (G/A/V) Hy 
Po Hy E Hy x Hy x2 P 
Hy Po Hy G (L/A/I/V/F) x Hy  
 




(D/E) (x3/x5) (D/E) P 
(G/A) x2 (F/Y) x3 G x2 F 
R (x/x2) (R/K) Po D x (W/Hy) N  
G x3 G (G/A) x4 R 
N-terminaler Arm a 
Transmembransegment 2 a   
Schlaufe / Transmembransegment 3 a  
Transmembransegment 3 a 
    Tim23 1 
2 
3 
R x3 (D/E) x (L/A) x (F/Y) x2 G 
K x5 Hy L N x5 G x2 Hy (A/G) N 
(D/E) x3 Po x2 A G x3 G x Hy (F/Y) (K/R) 
Schlaufe / Transmembransegment 1 b 
Schlaufe / Transmembransegment 2 b 
Transmembransegment 3 b 




L L P (D/E/P/L) 
(E/D) (Y/W) x4 G (W/Y) (R/K) x2 K R P 
(F/Y) E Hy Hy Hy (W/Y/F) Po  
(R/K) D Hy x2 L x R 
 
    Tim22 1 
2 
3 
G x2 Hy G x2 Hy G Hy Hy 
R (x2/x3) Po D x2 Po x3 (A/S) x4 G x7 G 
(S/G/A) F (A/G) Hy F x2 Hy Hy (D/E) 
Transmembransegment 1 
Schlaufe / Transmembransegment 3 
Transmembransegment 4 




C (x/F) x (K/D/x) C 
(E/x) x2 C (Hy/x) (D/x) (R/x) C x2 (K/R/x) 
Innere Helix (α1) 
Äußere Helix (α2) 
    Erv1 1 
2 
3 
G x3 W x2 Hy H x5 (F/Y)  
Y (A/P) C x2 C 
H N x Hy N 
Helix α1  
Aktives Zentrum  
Helix α4 
    Oxa1 1 
2 
W x3 Hy x6 Hy R    
W Hy x Po L Po x2 D (P/x) x3 L  
Transmembransegment 1 c 
Schlaufe / Transmembransegment 3 c 
 
Tabelle 9 
Hy: hydrophobe Aminosäure, Po: polare Aminosäure, x: nicht definierte Aminosäure. a Daten von Meier 
(2005) [207] bilden die Grundlage für die Positionsbestimmung mittels Alignments. b Daten von Rassow 
(1999) [208] bilden die Grundlage für die Positionsbestimmung mittels Alignments. c Daten von Herr-
mann (1997) [209] bilden die Grundlage für die Positionsbestimmung mittels Alignments [190].  
3.2 Etablierung von Leishmanien als Modellsystem des mitochon-
drialen Proteinimports 
Für die Untersuchung des MPI in Nicht-Opisthokonten wurde der Organismus Leishmania 
tarentolae ausgewählt. In diesem phylogenetisch sehr weit von Opisthokonten entfernten Or-
ganismus wurden homologe Proteine der Importmaschinerien aller Kompartimente identifiziert 
(Abbildung 6): in der OM: Tob55, ein Teil des TOB-Komplexes, in der IM, Tim17, eine Kompo-
nente des TIM23-Komplexes, und Oxa1, in der Matrix ein Homolog zu Hsp60 und im IMS Erv1 
und kleine-Tim-Proteine. Diese Proteine wurden zur weiteren Untersuchung des MPI in Nicht-
Opisthokonten verwendet. Deutliche Unterschiede zu den MPI-Komplexen in Opisthokonten 
zeigten sich durch die Abwesenheit von weiteren Homologen der Tim17/22/23-Familie, von 
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Mia40 im IMS, Rezeptoren der einzelnen Komplexe und besonders durch das Fehlen homolo-
ger Proteine des TOM-Komplexes in L. tarentolae.  
 
 
Abbildung 6: Potentielle Transportwege des MPI in Kinetoplastiden. 
Das Schema zeigt alle Komplexe des MPI in Kinetoplastiden, von welchen in silico Komponenten identi-
fiziert wurden. Potentielle Importwege der klassischen MPI-Substrate sind angezeigt. Unklare Punkte 
sind mit einem Fragezeichen gekennzeichnet [190]. 
3.2.1 Komponenten des mitochondrialen Proteinimports in Leishmanien 
Um die identifizierten Komponenten des MPI in L. tarentolae für die Etablierung des Organis-
mus als Modellsystem zu verwenden, wurden im ersten Schritt polyklonale Antikörper (Tabelle 
10) gegen Peptide von LtTob55, LtTim17, LtErv und LtsTim1 in Kaninchen produziert und wie 
unter 2.6.21 beschrieben gereinigt.  
 
Protein Annotation Position Sequenz 
LtTob55 JN380346 AS 182-200 von 473 H2N-CRVEEVKATTTNRKGKLASE-CONH2 
LtTim17 JN380349 AS 61-78 von 152 H2N-CTADFFRHSLRSAHRLGGS-CONH2 
LtErv JN380347 AS 115-133 von 312 H2N-CLRRWHPGYPNKMEDTPTIE-CONH2 
LtsTim1 JN380348 AS 40-57 von 102 H2N-CITHYGDDAIPYHPGEKA-CONH2 
Tabelle 10  
Die Annotationen verschiedener MPI-Proteine aus Leishmanien sowie die Sequenzen der für die Her-
stellung polyklonaler Kaninchenantikörper verwendeten Peptide sind angegeben. Zusätzlich für die 
Antikörperreinigung eingefügte Cysteine sind unterstrichen [190]. 
 
Jede der vier Antikörperaufreinigungen wies eine deutliche Aufkonzentrierung der Antikörper 
und Reduktion unspezifischer Reaktionen auf (Abbildung 7). Die Dekoration des Mitochon-
drienextraktes mit αLtTob55 und αLtErv resultierte in einer einzelnen definierten Bande. Im 
Fall von αLtTim17 waren zusätzlich schwache Banden von ca. 33 und 40 kDa zu erkennen. 
Der Antikörper gegen LtsTim1 interagierte zusätzlich zu LtsTim1 noch mit einem weiteren Pro-
tein mit einer Größe von ca. 43 kDa. Die unspezifischen Interaktionen behinderten nicht die 
Dekoration der spezifischen Banden, deren Laufverhalten in SDS-Gelen den berechneten 
Größen der jeweiligen Proteine von 52,6 kDa (LtTob55), 16,3 kDa (LtTim17), 34,6 kDa (LtErv) 
und 11,6 kDa (LtsTim) entsprach [190]. Antikörper gegen einen potentiellen Tom40-
Kandidaten aus L. tarentolae dekorierten ein wesentlich kleineres Protein als erwartet, wel-
ches zudem nicht in den Mitochondrien aufkonzentriert wurde. Daher wurde dieses Protein 
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nicht weiter untersucht. Die erfolgreiche Herstellung von spezifischen Antikörpern ermöglichte 




Abbildung 7: Kontrolle der Antikörper αLtTob55, αLtErv, αLtsTim1 und αLtTim17. 
Die Spezifität der gereinigten polyklonalen Antikörper (AB), und die Qualität der Reinigung wurde mit 
isolierten Mitochondrien aus L. tarentolae getestet. Als Kontrollen wurden 1:500 in 5 % Milchpulver, 
PBS-verdünntes Präimmunserum (PS) und Serum (S) verwendet. Sterne markieren die spezifischen 
Proteinbanden [190]. 
 
In einem ersten Schritt wurde die Isolierung von Mitochondrien aus Leishmanien basierend auf 
Arbeiten von L. Simpson im Labor etabliert [210]. Dabei wurden Zellen in der mittlogarithmi-
schen Wachstumsphase hypoton geschwollen und durch Scheren geöffnet. Anschließend 
wurden alle löslichen Anteile entfernt, die DNS verdaut und die festen Bestandteile über einen 
Dichtegradienten in Fraktionen aufgetrennt. Alle untersuchten Proteine waren in der Mito-
chondrienfraktion stark angereichert (Abbildung 8a). Dies ließ auf eine mitochondriale Lokali-
sation der Proteine schließen, wobei prozessiertes Hsp60 als Positivkontrolle diente [211]. Um 
die Lokalisation genauer zu bestimmen wurden Membranproteine alkalisch extrahiert 
(Abbildung 8b). Es zeigte sich, dass LtTim17 und LtTob55 wie erwartet membranständige Pro-
teine sind, während sowohl LtsTim1 als auch LtErv membranassoziiert sind. Sowohl in der 
löslichen Fraktion als auch in der pelletierten Membranfraktion waren beide Proteine nach-
weisbar. Dabei waren die Anteile an membrangebundenem und löslichem Protein äquivalent. 
LtHsp60 wurde aufgrund seiner Verteilung im Überstand wie erwartet als lösliches Protein 
definiert. Die submitochondriale Lokalisierung wurde durch fraktionelle Proteolyse isolierter 
Mitochondrien untersucht (Abbildung 8c). Das Protein LtTob55 wurde in intakten Mitochon-
drien deutlich von PK abgebaut und nach der Öffnung der OM durch hypotones Schwellen 
komplett verdaut. Im Gegensatz dazu wurde LtTim17 erst nach Öffnung der OM für PK zu-
gänglich. Ein großer Anteil an LtsTim1 wurde nach der Öffnung der OM prozessiert, jedoch 
erst nach der Lyse aller Membranen mit TritonX-100 komplett verdaut. LtHsp60 wurde erst bei 
Lyse der IM durch TritonX-100 abgebaut und ist daher ein Matrixprotein. Die Lokalisation von 
LtErv in diesem Experiment zeigte keine eindeutige Verteilung des Proteins. Daher und um 
eine Lokalisation im ER auszuschließen, wurde die Lokalisation von LtErv mittels Elektronen-
mikroskopie untersucht. Dabei zeigte sich eine deutliche Lokalisation von LtErv an der mito-
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chondrialen IM (Abbildung 8d). Diese Ergebnisse zeigen, dass alle Proteine in den Mitochon-
drien lokalisiert sind. LtTob55 und LtTim17 sind Membranproteine der mitochondrialen OM 
bzw. IM. LtHsp60 ist ein in der Matrix lokalisiertes, lösliches Protein und LtsTim1 sowie LtErv 
sind im IMS lokalisierte, membranassoziierte Proteine. 
  
         
 
 
Abbildung 8: Zelluläre Lokalisation der L. tarentolae-MPI-Proteine. 
a) Reinigungsfraktionen der Mitochondrienisolierung aus L. tarentolae: 1: ganze Zellen, 2: lysierte Zel-
len, 3: sedimentierte Fraktion des Aufschlusses, 4: Isolierte Mitochondrien. b) Alkalische Proteinextrak-
tion aus isolierten L. tarentolae Mitochondrien. To: komplette Mitochondrien, Su: Überstand, Pe: pel-
letierte Fraktion der Extraktion. c) Subfraktionierung von isolierten Mitochondrien. PK: Behandlung mit 
Proteinase K, Sw: hypotones Schwellen der Mitochondrien, TX-100: Lyse der Zellmembranen mit Triton 
X-100. d) Elektronenmikroskopische Aufnahmen immunogoldmarkierter Sektionen von L. tarentolae 
WT-Zellen. Der verwendete Primärantikörper war αLtErv. K: Kinetoplast, M: Mitochondrium, F: Flagel-
lum [190]. 
3.2.2 Leishmanienmitochondrien zeigen eine distinkte Autofluoreszenz 
Die Untersuchung der L. tarentolae Zellen mittels Immunfluoreszenzanalysen zeigte, dass 
bereits in fixierten Zellen, die nicht mit Fluorophor behandelt waren, eine distinkte Autofluores-
zenz subzellulärer Strukturen auftrat [212]. Diese wiesen in Form und Verteilung eine starke 
Ähnlichkeit zu Mitochondrien auf [213]. Unterschiedliche Morphologien sind in Abbildung 9a zu 
sehen. Um die Fluoreszenz als potentiellen mitochondrialen Marker nutzen zu können wurde 
sie näher untersucht.  
Zum einen sollte festgestellt werden, ob das Signal durch die Art der Fixierung und die betei-
ligten Chemikalien bedingt war. Daher wurden Leishmanien mit unterschiedlichen Methoden 
fixiert und die Fluoreszenz der Proben untersucht. Weder die Methode der Fixierung noch die 
a b c 
d 
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dabei verwendeten Chemikalien hatten signifikant Einfluss auf die Morphologie oder Intensität 
der fluoreszierenden Strukturen (Abbildung 9a) [212]. 
Zum anderen wurde untersucht, ob die Autofluoreszenzsignale durch Kolokalisation mit eta-
blierten mitochondrialen Markern (Mitotracker-Red CM-H2XRos) als mitochondrial verifiziert 
werden können. Es zeigte sich, dass das Autofluoreszenzsignal und das Signal des Mitotra-
ckers in der gleichen Struktur angereichert waren. Damit wurde bewiesen, dass L. tarentolae- 
 
 
Abbildung 9: Mitochondriale Autofluoreszenz in L. tarentolae. 
Charakterisierung der Autofluoreszenz von L. tarentolae-WT-Mitochondrien. a) Die Zellen wurden mit 
verschiedenen Lösungsmitteln fixiert: Ac: 100 % Aceton, Ac+Et: 20 % (v/v) Aceton, 80 % (v/v) Etanol, 
PFA: 4 % (w/v) PFA in PBS. b) Leishmanienzellen wurden 30 min mit Mitotracker behandelt, anschlie-
ßend mit 4 % (w/v) PFA fixiert und die Fluoreszenz mit verschiedenen optischen Filtern untersucht. c) z-
Stack Aufnahmen von 4 % (w/v) PFA-fixierten Leishmanien-WT-Zellen, der Abstand zwischen den Auf-
nahmen beträgt 0,41 µm und die Anregung erfolgte mit 458 nm, grünII Strahlteiler 458/561 nm. grünI: 
GFP-Filter (Tabelle 7). DICIII: Durchlicht Aufnahme, MT: Mit Mitotracker markierte Zellen wurden mit 
Rot-Filter (Tabelle 7) aufgenommen. d) Emissionsspektren von Mitochondrien (gepunktete Linie), Zyto-
sol (gestrichelte Linie) und kompletten Zellen (durchgezogene Linie) von 4 % (w/v) PFA-fixierten Leish-
manien-WT-Zellen bei Anregung mit 458 nm und Verwendung eines 458/561 Strahlteilers. Für die Bil-
der wurden die Mikroskope Axiovert 200M (a, b) sowie LSM780 (c, d) verwendet. Variiert nach Eckers 
[212]. 
 
Mitochondrien autofluoreszieren (Abbildung 9b) [212]. Die Verteilung des Mitochondriums in 
der Zelle wurde in z-Stack-Aufnahmen gezeigt (Abbildung 9c). Das intensivste Autofluores-
zenzsignal wurde mit dem Mikroskop Axiovert 200M bei Anregung zwischen 425 und 475 nm, 
bei einer Emissionswellenlänge zwischen 485 und 535 nm detektiert (Daten nicht gezeigt). Die 
Verwendung des Mikroskops LSM780 erzielte bei Anregung von 458 nm ein Emissionsmaxi-
mum bei 538 nm (Abbildung 9d) [212]. Der Fluorophor war bei Messung mit diesem Mikroskop 
jedoch sehr labil und wurde durch längere Belichtung gebleicht. Die Verwendung einer XBO-
Lampe (Axiovert 200M) verringerte die Bleicheffekte und resultierte in den am deutlichsten 
abgegrenzten und intensivsten Signalen. Die Verwendung eines Lasers bei 485 nm (LSM780) 
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führte auch bei geringer Intensität (1,5 %) innerhalb weniger Sekunden zum vollständigen 
Bleichen des Fluorophors. Die Analyse der Emissionsspektren der Mitochondrien sowie der 
umgebenden Zelle zeigte, dass die Spektren nahezu identisch waren. Daraus resultiert, dass 
es sich in beiden Fällen um den gleichen Fluorophor handelt, welcher in den Mitochondrien 
angereichert ist [212]. Die Ergebnisse zeigen, dass L. tarentolae-Mitochondrien eine deutliche 
Autofluoreszenz aufweisen, welche als Marker für die Lokalisation von Proteinen verwendet 
werden kann. 
3.3 Funktionelle Konservierung der klassischen Importwege 
Wie in 3.1 und 3.2.1 bereits festgestellt, unterscheiden sich die MPI-Komplexe von Opistho-
konten und Leishmanien deutlich in ihrer Komposition. In Opisthokonten essentielle Kompo-
nenten der Importmaschinerie wie z. B. der TOM-Komplex, Mia40 und Rezeptormoleküle der 
Komplexe wurden bei der in silico-Analyse von Leishmanien nicht identifiziert. Um weitere 
Informationen über den MPI in Leishmanien zu erhalten, wurde die funktionelle Konservierung 
des MPI untersucht. Dazu wurden in vitro exprimierte Präproteine in isolierte Mitochondrien 
importiert. 
3.3.1 Import von Opisthokontenproteinen in isolierte Leishmanienmito-
chondrien 
Die funktionelle Konservierung des MPI wurde zuerst durch Import von Hefeproteinen in iso-
lierte Leishmanienmitochondrien untersucht (Abbildung 10). Für alle getesteten Proteine wur-
de ein zeitabhängiger Import festgestellt. Der Import von Proteinen in die OM wurde anhand 
von ScPorin, einem β-Barrel-Protein der OM, untersucht. Dieses Vorläuferprotein wurde so-
wohl in Hefe- als auch Leishmanienmitochondrien importiert (Abbildung 10a), jedoch war die 
Importgeschwindigkeit in Leishmanienmitochondrien geringer. Zudem wurde gezeigt, dass der 
Import in beiden Fällen vom Mempranpotential unabhängig ist. Als Markerproteine für die Im-
portwege der MPI-Komplexe der IM dienten Su9, DLD und AAC. Su9, ein Protein mit N-
terminaler Signalsequenz, wird in Opisthokonten über den TIM23-Komplex in die Matrix impor-
tiert und dort prozessiert. Das Protein wurde ebenfalls in Leishmanienmitochondrien importiert, 
wobei sowohl die Importgeschwindigkeit als auch die Prozessierungsrate deutlich verringert 
war (Abbildung 10b). Es zeigte sich, dass dieser Importvorgang wie in Hefemitochondrien von 
einem intakten Membranpotential abhängig ist. DLD, ein IMS Protein wird ebenfalls über den 
TIM23-Komplex importiert, jedoch lateral in die IM eingefügt und durch Prozessierung löslich 
in den IMS entlassen. Der Import in Leishmanienmitochondrien war wiederum konserviert und 
membranpotentialabhängig. Allerdings erfolgte der Import stark verzögert und es wurde keine 
Prozessierung des importierten Proteins festgestellt (Abbildung 10c). AAC, ein integrales Pro-
tein der IM, diente als Marker für den Import über den TIM22-Komplex. Dieses Vorläuferpro-
tein wurde ebenfalls membranpotentialabhängig in Leishmanienmitochondrien importiert, wo-
bei die Importgeschwindigkeit erneut verringert war (Abbildung 10d). Der Import von Präpro-
teinen mit konservierten Cysteinmotiven in den IMS über Mia40 und Erv1 wurde anhand des 
Markerproteins ScTim9 untersucht. Dieses Protein wird sowohl in Hefe als auch in Leishma-
nien unabhängig vom Membranpotential importiert. Auch die Importrate von ScTim9 war in 
Leishmanien deutlich reduziert (Abbildung 10e). Diese Ergebnisse zeigen, dass trotz deutli-
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cher kompositioneller Unterschiede alle untersuchten Markerproteine aus Hefe in Leishma-
nienmitochondrien importiert werden. 
 
 
Abbildung 10: Import von Opistokonten-Präproteinen in Hefe- und Leishmanienmitochondrien.  
Import verschiedener mitochondrialer Hefeproteine in isolierte Hefe- sowie Leishmanienmitochondrien 
in Abhängigkeit der Importzeit und des Membranpotentials. Pre 40%: 40% des für den Import verwen-
deten Lysats. ∆Ψ: Membanpotential, p: Präprotein, m: prozessiertes Protein. Details siehe Text [190]. 
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3.3.2 Import von Discicristatenproteinen in isolierte Hefemitochondrien 
Um weitere Erkenntnisse über die funktionelle Konservierung des MPI zu erhalten, wurde der 
Import der etablierten Leishmanienmarkerproteine in isolierte Hefemitochondrien untersucht.  
 
 
Abbildung 11: Import von Leishmanien-Präproteinen in Hefemitochondrien. 
Import der etablierten mitochondrialen Leishmanienproteine in isolierte Hefe- sowie Leishmanienmito-
chondrien in Abhängigkeit von der Importzeit oder des Membranpotentials. ∆Ψ: Membanpotential, p: 
Präprotein, m: prozessiertes Protein. Details siehe Text [190]. 
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Alle Proteine wurden wiederum zeitabhängig sowohl in Hefe- als auch Leishmanienmitochond-
rien importiert (Abbildung 11).  
Der Import in die mitochondriale OM über den TOB-Komplex wurde anhand von LtTob55 un-
tersucht (Abbildung 11a). Das Präprotein wurde unabhängig vom Membranpotential sowohl in 
isolierte Hefe- als auch Leishmanienmitochondrien importiert, wobei die Importgeschwindigkeit 
in Leishmanienmitochondrien ggf. geringer war. LtTim17 wurde als Markerprotein für den Im-
port von Proteinen in die IM verwendet. Es wurde unabhängig vom Membranpotential sowohl 
in Hefe- als auch Leishmanienmitochondrien importiert (Abbildung 11b). Der Import von 
Leishmanienmatrixproteinen wurde anhand von LtHsp60 untersucht. Das Protein wurde 
membranpotentialabhängig in beide Mitochondrienarten importiert (Abbildung 11c), jedoch nur 
in Leishmanienmitochondrien prozessiert, nicht in Hefemitochondrien. Der Import von Leish-
manienproteinen in den IMS wurde anhand der Markerproteine LtErv und LtsTim1 untersucht. 
Beide Proteine wurden sowohl in Hefe- als auch Leishmanienmitochondrien importiert, jedoch 
war der Import von LtsTim1 im Gegensatz zu LtErv membranpotentialabhängig (Abbildung 
11d, e).  
Anhand dieser Versuche wurde gezeigt, dass der MPI funktionell konserviert ist. Es bestehen 
jedoch Unterschiede zwischen Hefe und Leishmanien, z. B. bei der Prozessierung importierter 
Proteine. 
3.4 Charakterisierung von LtErv 
In Opisthokonten werden cysteinreiche Proteine durch das Mia-Erv-System in den IMS impor-
tiert. Dabei sind beide Proteine für diesen Vorgang essentiell [214, 215]. In Leishmanien wur-
de nur LtErv identifiziert, jedoch kein zu Mia40 homologes Protein [190]. Trotzdem wurden 
IMS-Proteine aus Hefe erfolgreich in Leishmanienmitochondrien importiert. Um diesen Wie-
derspruch zu klären und genauere Informationen über diesen Prozess zu erhalten, wurde 
LtErv, die vorhandene Komponente des Systems in Leishmanien, näher untersucht. 
3.4.1 Strukturvergleich 
Die Primärstruktur von LtErv gleicht bisher bekannten Proteinen der Erv-
Elektronentransferase-Familie. Besonders die Erv-Domäne ist stark konserviert. Die 3D-
Struktur des Proteins ließ sich in silico auf der Kristallstruktur von Ratten-ALR basierend mo-
dellieren (Abbildung 12). Nach diesem Modell dimerisiert LtErv über nichtkovalente Bindungen 
und weist eine Bindungsstelle für den Cofaktor FAD auf [216]. Die Cysteine C63 und C66 sind 
im aktiven Zentrum, in direkter Nähe zu FAD gelegen und C66 kann mit diesem interagieren. 
Die Cysteine C300 und C304 sind am Ende des C-terminalen vermutlich flexiblen Armes ge-
legen. Durch diese exponierte Position könnten die Cysteine C300 und C304 mit Substraten 
interagieren und andererseits Elektronen auf das aktive Zentrum übertragen. Die Cysteine 
C92 und C109 bilden in diesem Modell eine wahrscheinlich strukturstabilisierende Disulfidbrü-
cke aus [216]. Die Funktion von C17 ist unklar, da im Gegensatz zu Ratten-ALR kein weiteres 
Cystein als Interaktionspartner in der Struktur vorhanden ist. Allerdings sind die beiden C17 
des Dimers im Modell in räumlicher Nähe gelegen, weshalb eine Interaktion nicht ausge-
schlossen werden kann.  
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Abbildung 12: Struktur- und Funktionsmodell von LtErv. 
Das LtErv-Dimer-3D-Modell wurde anhand der Kristallstruktur von Ratten-ALR erstellt. Die Struktur des 
C-Terminus konnte nicht mit dieser Kristallstruktur berechnet werden und ist daher verkürzt dargestellt. 
Cysteine sind hervorgehoben und nummeriert. Die putative Lage des Cofaktors FAD wird angezeigt. 
Die mögliche Interaktion von Cysteinen verschiedener Untereinheiten wurde im Domänenmodell mit 
Pfeilen angedeutet. Variiert nach Eckers [216]. 
 
Die Funktion und Struktur der C-terminalen Hälfte des Proteins ist unklar, da LtErv in diesem 
Bereich eine zusätzliche, für Kinetoplastiden charakteristische Domäne aufweist [216]. Die in 
silico-Analyse des Proteins bestätigte, dass LtErv eine potentielle Erv-Elektronentransferase 
ist. LtErv weist sowohl Charakteristika von ScErv1 als auch ScErv2 auf, jedoch ist der e-Wert 
für ScErv1 von 1e-24 wesentlich geringer als der für ScErv2 von 1e-16. Im Strukturvergleich mit 
ScErv1 zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den beiden Proteinen (Abbildung 13): 
Zum einen ist die Verteilung der N-und C-terminalen Cysteine deutlich verschieden. LtErv hat 
drei Cysteine außerhalb der Erv-Domäne, eines am N-Terminus (C17) und ein Cx3C-Motiv 
(C300, C304) am vermutlich flexiblen C-Terminus, während ScErv1 nur ein CxxC-Motiv am 
flexiblen N-Terminus aufweist.  
 
 
Abbildung 13: Vergleich der Domänenstruktur von LtErv und ScErv1. 
Die Domänen von LtErv und ScErv1 wurden schematisch dargestellt sowie alle Cysteine der Proteine 
hervorgehoben. weiß: Erv-Domäne, grau: kinetoplastiden-spezifische Domäne. 
 




Abbildung 14: Vergleich der LtErv- und FAD-Absorptionsspektren. 
Das Absorptionsspektrum von frisch gereinigtem LtErv wurde zwischen 250 und 600 nm gemessen 
(schwarze Linie). Anschließend wurde das Protein mit 0,25 % (w/v) SDS behandelt wodurch der ge-
bundene Cofaktor freigesetzt wurde (graue Linie). Die Konzentration des freigesetzten FAD wurde an-
hand einer Kalibrierungsgerade von 0-57 µM freiem FAD (rechts) ermittelt. Weiße Punkte: Absorption 
bei 376 nm, schwarze Punkte: Absorption bei 450 nm. Variiert nach Eckers [216]. 
 
Zum anderen unterscheidet sich LtErv durch die zusätzliche C-terminale Domäne von ScErv1. 
Um die potentielle Bindung eines Cofaktors an LtErv zu untersuchen, wurde rekombinantes 
Protein über Ni-NTA aufgereinigt. Die intensiv gelbe Farbe des Proteineluates war ein Indiz für 
die Bindung von FAD. Das Absorptionsspektrum dieses Eluates war ähnlich zum Spektrum 
von freiem FAD, was auf die Bindung von FAD als Cofaktor schließen lässt. Um das Verhält-
nis von Protein zu FAD im Komplex zu bestimmen und die Bindung von FMN auszuschließen, 
wurde das Protein mit SDS behandelt. Durch die Denaturierung des Proteins wurde der ge-
bundene Cofaktor freigesetzt. Das Spektrum des freigesetzten Cofaktors stimmt mit FAD 
überein, dessen Konzentration photometrisch bestimmt wurde. Anhand der eingesetzten Pro-
teinkonzentration wurde in zwei separaten Versuchen ein LtErv zu FAD Verhältins von 1,0 
bzw. 0,98 ermittelt. Dies zeigt, dass pro Untereinheit ein Molekül FAD gebunden ist.  
 
 
Abbildung 15: LtErv bildet kovalent verknüpfte Dimere. 
Es wurden sowohl LtErv-exprimierende E. coli-Zellen (E.c.) als auch isolierte Leishmanienmitochon-
drien mit nicht reduzierender SDS-PAGE (-) und Westernblot analysiert. Zur Untersuchung der Dimeri-
sierung wurden die Mitochondrien zusätzlich mit 2-ME (+) behandelt. 
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Viele Proteine der Erv-Familie bilden nichtkovalent verknüpfte Dimere deren Untereinheiten 
meistens über kovalente Disulfidbrücken miteinander interagieren [78]. Die Interaktion der 
Untereinheiten ist für die enzymatische Aktivität dieser Proteine nötig [73, 78, 79]. Daher wur-
de die Oligomerisierung von LtErv untersucht. Die Analyse von isolierten Leishmanienmito-
chondrien mittels SDS-PAGE und Westernblot zeigt, dass LtErv unter denaturierenden Bedin-
gungen sowohl als Monomer als auch als Dimer vorliegt (Abbildung 15) [216]. Die Reduktion 
durch 2-ME lässt auf eine Verknüpfung über kovalente Disulfidbrücken schließen. Das in E. 
coli überexprimierte Protein bildet ebenfalls kovalent über Disulfidbrücken verknüpfte Dimere 
[216]. Diese Ergebnisse zeigen, dass LtErv wie andere Erv-Elektronentransferasen in ver-
schiedenen Organismen kovalent verknüpfte Dimere bildet. 
3.4.2 Charakterisierung der einzelnen Cysteine in LtErv 
Im vorherigen Kapitel (3.4.1) wurde bestätigt, dass LtErv die strukturellen Eigenschaften einer 
Elektronentransferase aufweist. Jedoch bestehen deutliche Unterschiede in der Verteilung der 
Cysteine im Vergleich zu ScErv1 (Abbildung 13). Um die Funktion der einzelnen Cysteine und 
damit den Elektronentransfer in LtErv zu untersuchen, wurden die einzelnen Cysteine gegen 
Serine ausgetauscht. Das WT-Protein wies im nicht reduzierenden SDS-Gel zwei unterschied-
liche Dimerbanden auf (D1, D2), die aus dem Laufverhalten unterschiedlich verknüpfter Pro-
teine resultierten (Abbildung 16).  
 
 
Abbildung 16: Dimerisierung von LtErv Mutanten. 
Die Expression der Proteine wurden für 2 h in E. coli induziert und diese anschließend komplett in 1x 
Laemmli mit und ohne 2-ME aufgenommen. Um eine unspezifische Dimerisierung der Proteine beim 
Aufkochen zu verhindern, wurden die Proben mit Iodacetamid (IAC) versetzt. Anschließend wurden die 
Proben mit SDS-PAGE und Westernblot analysiert. M: Monomer, D1: Dimer1, D2: Dimer2, T?: even-
tuelles Trimer [216]. 
 
Das Dimerisierungsmuster der Mutanten C17S, C66S sowie C92S und C109S (Daten nicht 
gezeigt) entsprach dem des WT-Proteins. Dies zeigt, dass diese Cysteine nicht an der Dimeri-
sierung beteiligt sind. Die Mutation C300S verhinderte als einzige Einzelmutation die Bildung 
von D1. Dies zeigt, dass nur Cys300 an der Bildung dieses Dimers beteiligt ist [216]. Das Di-
mer D2 wurde weder von C63S, noch von C304S gebildet, was eine Interaktion zwischen den 
beiden Cysteinen indiziert. Die Mutation beider C-terminalen Cysteine, C300S und C304S 
verhinderte die Dimerisierung von LtErv vollständig. Da die Versuche mit E. coli Extrakt durch-
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geführt wurden ist kann allerdings eine Interaktion mit E. coli Proteinen nicht vollständig aus-
geschlossen werden. Die Interaktion der Cysteine untereinander und der Elektronentransfer 
auf FAD wurden mittels FAD-Spektren der einzelnen Mutanten weiter untersucht (Abbildung 
17). Die Elek tronenumgebung von FAD im Protein beeinflusst dessen Elektronenverteilung 
und daher auch dessen Absorptionsspektrum. Diese Änderungen geben Aufschluss über den 
Redoxzustand des Cofaktors [82, 217, 218]. In Kapitel 3.4.1 wurde bereits gezeigt, dass das 
Absorptionsspektrum des WT-Proteins ähnlich zu freiem FAD ist. Daher wird angenommen, 
dass keine direkte Interaktion eines Cysteinthiols des Proteins mit FAD vorliegt. Der gleiche 
Sachverhalt wurde für das Absorptionsspektrum von LtErvC304S und die Doppelmutante 
LtErvC300S, C304S festgestellt (Abbildung 17). Die Mutation C300S dagegen hatte starke Auswir-
kungen auf das Absorptionsspektrum [216].  
 
Abbildung 17: Absorptionsspektren von LtErv-Cystein-Mutanten. 
Die Abbildung zeigt die Absorptionsspektren verschiedener Cysteinmutanten von LtErv. Als Vergleich 
ist in jedem Spektrum das Absorptionsspektrum von WT-LtErv gezeigt (orange). Die Unterschiede zwi-
schen den Mutanten und WT-Spektren sind durch Pfeile verdeutlicht. Die Farbe der gereinigten Protei-
ne ist anhand von Bildern, beladener Ni-NTA Säulen, gezeigt [216]. 
 
Zum einen war die Farbe des gereinigten Proteins lila statt gelb, zum anderen war eine deutli-
che Blauverschiebung und Verringerung der Absorptionsmaxima zu erkennen. Dies lässt auf 
die partielle Reduktion des Chromophors schließen [217]. Des Weiteren entstand ein zusätzli-
cher Absorptionspeak bei ca. 560 nm, welcher die Existenz eines delokalisierten Charge-
Transfer-Komplexes (CTC) zwischen FAD und einem Cysteinthiolat des Proteins anzeigt 
[217]. Das Absorptionsspektrum des roten LtErvC63S wies ebenfalls eine Blauverschiebung und 
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Verringerung der Absorptionsmaxima. Zusätzlich wurde eine Schulter im Absorptionsbereich 
> 500 nm festgestellt. Diese deutet ebenfalls die Existenz eines partiellen CTC an [82] [216]. 
Die Mutation C66S hatte nur sehr geringe Auswirkungen auf das Absorptionsspektrum. Es 
zeigte sich eine leichte Blauverschiebung, allerdings ohne Absorptionszunahme bei > 500 nm, 
und eine Vergrößerung des Peaks bei ca. 450 nm. Auch das Spektrum von denaturiertem WT-
Protein, in welchem freies FAD vorliegt, weist eine Absorptionszunahme des Peaks bei ca. 
450 nm auf (Abbildung 14). Dies deutet darauf hin, dass die Interaktion von FAD und LtErv 
aufgrund der Mutation C66S verringert ist. Da der Cofaktor des mutierten LtErv jedoch weiter-
hin im Protein gebunden ist, unterscheidet sich die Lage des Absorptionsmaximums von 
freiem FAD. 
3.4.3 LtErv Elektronenübertragung von DTT auf Cytochrom c 
In Hefe überträgt Erv1 Elektronen von Mia40 auf Cytochrom c [61, 62, 87, 214]. Um zu unter-
suchen, ob LtErv ebenfalls als Elektronentransferase wirkt und damit Elektronen von einem 
Substrat auf Cytochrom c übertragen kann, wurde es in Kooperation mit J. Riemer und C. Pet-
rungaro in einem Assay-System getestet, in welchem Elektronen von DTT über das Enzym 
auf Cytochrom c übertragen werden. Dabei wurde auch der Einfluss einzelner Mutationen auf 
die Aktivität im Assay untersucht (Abbildung 18).  
 
 
Abbildung 18: DTT-Cytochrom c-Elektronentransferase-Assay. 
In diesem Assay wurde getestet, ob Elektronen durch rekombinantes LtErv von DTT auf EqCytochrom c 
übertragen werden können. Die Reduktion von Cytochrom c wurde spektrophotometrisch bei 550 nm 
verfolgt.  
 
Das WT-Protein wies eine deutliche, von der Substratkonzentration abhängige Aktivität auf 
(Abbildung 18) und bestätigt damit die Elektronentransferase-Aktivität [216]. Das mutierte Pro-
tein LtErvC304S war in diesem Assay ebenfalls aktiv, jedoch wies es eine höhere Reaktionsge-
schwindigkeit als der Wildtyp auf (Abbildung 18), was auf eine direkte Interaktion von DTT mit 
dem aktiven Zentrum unter Umgehung des C-terminalen Cysteinmotivs und dessen gekoppel-
ter Konformationsänderung hindeutet. Die Mutation von C63S, dem mit C304 interagierenden 
Cystein, führte zum vollständigen Verlust der Aktivität (Abbildung 18). Dies zeigt, dass DTT 
Elektronen nicht direkt auf C66 bzw. FAD übertragen kann. Durch diesen Assay wurde bestä-
tigt, dass LtErv sowohl strukturell als auch funktionell eine Elektronentransferase der Erv-




WT C304S C63S 
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3.4.4 LtErv lokalisiert in Hefemitochondrien im IMS 
In vitro-Experimente bestätigten LtErv als Elektronentransferase der Erv-Familie. Im nächsten 
Schritt wurde die Funktion des Proteins in vivo untersucht. Dazu wurde LtErv in einem 
∆ScErv1-Hefestamm exprimiert um zu kontrollieren, ob das strukturell sehr unterschiedliche 
LtErv (Abbildung 13) die Funktion des Hefeproteins übernehmen kann. Zuerst sollte jedoch die 
mitochondriale Lokalisation des Leishmanienproteins in Hefe verifiziert werden. Mitochondrien 
wurden deshalb aus den Stämmen YPH501∆Erv1-pYX232LtErv sowie YPH501∆Erv1-
pYX232ScErv1 isoliert und die Kompartimente durch schrittweise Öffnung der Membranen 
einer Behandlung mit PK zugänglich gemacht. Zur Kontrolle des Prozesses wurden bekannte 
Markerproteine der einzelnen Kompartimente untersucht (Abbildung 19a). 
 
 
Abbildung 19: Analyse von YPH501∆Erv1-pYX232LtErv- und -pYX232ScErv1-Mitochondrien. 
Die beiden Stämme wurden auf SD-Medium bei 30 °C angezogen und die Mitochondrien isoliert. Die 
Qualität der Mitochondrienisolation und die Lokalisation der Proteine wurden mittels alkalischer Protein-
extraktion und Subfraktionierung der Mitochondrien untersucht. Die verwendeten Antikörper sind spezi-
fisch für Proteine der verschiedenen mitochondrialen Kompartimente. Tom70: OM, ScErv1: IMS, Tim50: 
IM, Hep1: Matrix. a) Subfraktionierung von isolierten Mitochondrien und Behandlung mit Proteinase K, 
b) Alkalische Proteinextraktion von Membranproteinen beider Mitochondrienspezies. ScErv1: 
YPH501∆Erv1-pYX232ScErv1-Mitochondrien, LtErv: YPH501∆Erv1-pYX232LtErv-Mitochondrien. Be-
schriftung siehe Abbildung 8b und c. Variiert nach Eckers [216]. 
 
Die äußere Mitochondrienmembran beider Isolate war intakt, da Tim50 der unbehandelten 
Mitochondrien nicht für PK zugänglich war. Die Mitoplastierung der Mitochondrien durch hypo-
tones Schwellen war erfolgreich, da Tim50 in diesem Schritt vollständig abgebaut wurde. Die 
IM war weiterhin intakt, da das Matrixprotein Hep1 stabil blieb. Sowohl ScErv1 als auch LtErv 
wurden im IMS der isolierten Mitochondrien nachgewiesen [216]. Beide Proteine unterschie-
den sich in der Assoziation zu den Membranen (Abbildung 19b): ScErv1 war in der alkalischen 
Proteinextraktion komplett in der löslichen Fraktion enthalten. LtErv hingegen wurde haupt-
sächlich in der Membranproteinfraktion nachgewiesen, was auf eine starke Assoziation des 
Proteins mit der Membran hindeutet [216]. 
3.4.5 Nichtfunktionelle Komplementation von ScErv1 durch LtErv 
Die submitochondriale Lokalisation von LtErv im IMS von Hefe wurde im vorherigen Kapitel 
bestätigt. Im nächsten Schritt wurde getestet, ob LtErv die Funktion von ScErv1 komplemen-
tieren kann, um Informationen über die Funktion von LtErv in vivo zu erhalten. Das Wachstum 
aller verwendeten Stämme wurde bei 24, 30 und 37 °C auf SD-Agar überprüft. Dabei waren 
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keine Wachstumsdefekte feststellbar. Unter Negativselektion mit 5-FOA wuchs allein der 
Stamm YPH501∆Erv1-pYX232ScErv1, bei welchem eine zusätzliche Kopie von ScErv1 in den 
Organismus eingeführt wurde. Weder die Negativkontrolle, noch der Stamm YPH501∆Erv1-
pYX232LtErv waren unter diesen Bedingungen überlebensfähig. Dies konnte auch bei einer 
Inkubationstemperatur von 24 und 37 °C bestätigt werden und zeigt, dass LtErv ScErv1 funk-
tionell nicht komplementieren kann [216].  
 
    -5-FOA       +5-FOA 
 
Abbildung 20: Komplementation von ScErv1 durch LtErv. 
Die Stämme YPH501∆Erv1-pYX232 (Negativkontrolle), YPH501∆Erv1-pYX232 LtErv und 
YPH501∆Erv1-pYX232 ScErv1 (Positivkontrolle) wurden in 1:10 Verdünnungschritten auf SD-Medium 
mit bzw. ohne den Selektionsmarker 5-FOA aufgebracht und für 2 Tage bei 30 °C inkubiert. Variiert 
nach Eckers [216]. 
3.4.6 Interaktionspartner von LtErv 
Der Funktionsmechanismus von LtErv in Leishmanienmitochondrien in der Abwesenheit von 
Mia40 oder einem homologen Gen ist bisher unbekannt. Daher wurde versucht, mittels Immu-
noaffinitäts-Chromatographie und Pulldown-Experimenten Disulfid-verbrückte Interaktions-
partner von LtErv zu identifizieren, welche Aufschluss über die Funktion von LtErv liefern 
könnten. Da die Solubilisierung von sowohl LtErv als auch dessen Interaktionspartner eine 
Voraussetzung für die Durchführung der Immunoaffinitäts-Chromatographie war, wurden in 
einem Vorversuch die effektivsten Methoden zur vollständigen Solubilisierung von LtErv aus 
Leishmanienmitochondrien etabliert. Sowohl 30-sekündiges Erhitzen auf 94 °C in 0,1 % (w/v) 
SDS und anschließende, einstündige Inkubation in 0,002 % (w/v) SDS, als auch eine einstün-
dige Inkubation in 0,5 % TritonX-100 solubilisierte LtErv vollständig (Daten nicht gezeigt). Die-
se Methoden wurden für die Suche nach Interaktionspartnern und deren Aufreinigung über 
ProteinA-Sepharose verwendet. Die Immunopräzipitation wurde sowohl mit Leishmanienzel-
lextrakt als auch aufgereinigten Mitochondrien durchgeführt. Weiterhin wurden αLtErv-
Antikörper nach Bindung an Protein A Sepharose mittels Crosslinkern am Säulenmaterial fi-
xiert, um die vom Säulenmaterial abgelöste Antikörpermenge in Westernblots zu verringern. 
Zusätzlich wurden isolierte Mitochondrien teilweise vor dem Aufschluss mit verschiedenen 
Crosslinkern behandelt, um den LtErv-Interaktionspartnerkomplex zu stabilisieren. In keinem 
dieser Versuche konnten spezifische Interaktionsbanden im Westernblot bestimmt werden.  
In weiteren Experimenten wurde αLtErv auf CnBr-Sepharose fixiert und für Immunoaffinitäts-
Chromatographie mit lysierten Mitochondrien verwendet. Diese wurden zur Stabilisierung des 
LtErv-Interaktionspartnerkomplexes mit dem Crosslinker MBS behandelt. Es wurden einige 
potentielle Interaktionsbanden identifiziert, welche mittels Massenspektrometrie analysiert 
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In einem weiteren Versuch wurde rekombinantes, His-getagtes LtErv in Kombination mit 
Leishmanienzellysat zur Identifizierung von LtErv-Interaktionspartnern verwendet. Hier wurden 
unterschiedliche LtErv-Mutanten eingesetzt. Einerseits die Doppelmutante LtErvC300,304S, wel-
che als Negativkontrolle diente, da alle substratbindenden Cysteine mutiert waren, anderer-
seits LtErvC304S, um die Bindung zwischen LtErv und Interaktionspartnern zu stabilisieren. Zu-
sätzlich wurde LtErv-WT verwendet. In keiner Variation der Versuche konnten interaktions-
spezifische Banden identifiziert werden. 
3.5 Vorbereitende Arbeiten zur Identifizierung des Leishmanien 
TOM-Komplexes 
Einer der interessantesten Aspekte des MPI in Leishmanien ist die Abwesenheit des TOM-
Komplexes, welcher eine Voraussetzung für den Import der meisten mitochondrialen Proteine 
in Opisthokonten ist [15, 30, 48, 49, 219]. Keine der bisher in silico durchgeführten Studien 
konnte Teile des Komplexes in den untersuchten Trypanosomatiden identifizieren [91, 132]. 
Aus diesem Grund soll der TOM-Komplex oder ein Komplex mit äquivalenter Funktion experi-
mentell identifiziert werden. Dazu wurden acht verschiedene Pulldown-Konstrukte von mito-
chondrialen Proteinen erstellt (Abbildung 21).  
 
 
Abbildung 21: Schematische Darstellung der TOM-Komplex-Pulldown-Konstrukte. 
Die verschiedenen Konstrukte wurden in pX-Vektoren erstellt. Der His-Tag dient der Aufreinigung des 
Proteins. Die Konstrukte ohne His-Tag werden als Negativkontrollen verwendet.
  
 
Die Proteine sollen in Leishmanien exprimiert und in den mitochondrialen IMS (LtErv, LtsTim1) 
bzw. die Matrix (LtHsp60) importiert werden. Dort dienen die gefalteten Proteine als Anker. Die 
Zugabe von Methotrexat zu den Zellen induziert die Faltung von muriner Dihydrofolatredukta-
se (mDHFR) außerhalb der Mitochondrien, wodurch das Konstrukt im Importprozess gestoppt 
wird. Die Domänen des calmodulinbindenden Peptids (CBP) dienen dabei als Linkerregion, 
welche die Membranen durchspannt. Anschließend werden die Mitochondrien isoliert und ly-
siert, woraufhin die Konstrukte inklusive des potentiellen TOM-Komplexes über Ni-NTA und 
ggf. Calmodulin gereinigt werden. Nach Erstellung der Konstrukte in pX-Vektoren wurden 
L. tarentolae-UCLA-WT-Zellen mit diesen transfiziert und die Expression der Konstrukte mit-
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tels Westernblot kontrolliert (Abbildung 22). Alle His-Tag-Konstrukte wurden in Komplettzellex-
trakten mit αHis5 in der richtigen Größe nachgewiesen. Die Dekoration mit αLtErv bzw. 
αLtsTim1 ergab je eine spezifische Bande sowohl für die Konstrukte mit als auch ohne His-
Tag. Die Größe der His-getagten Konstrukte unterschied sich deutlich von den ungetagten 
Konstrukten und bestätigte somit die Expression des His-Tags. Die Ergebnisse zeigen, dass 
alle Konstrukte vollständig exprimiert wurden und für die Identifizierung des potentiellen TOM-
Komplexes prinzipiell geeignet sind.  
 
 
Abbildung 22: Expressionskontrolle der TOM-Komplex-Pulldown-Konstrukte.  
Die Expression der verschiedenen Pulldown-Konstrukte in Lt UCLA wurde kontrolliert. Es wurden je 
50 µg Zellen der verschiedenen Stämme, welche sich in der logarithmischen Wachstumsphase befan-
den, mittels Westernblot untersucht. Sowohl endogene (untere Reihe) als auch transgene Proteine 
(obere und mittlere Reihe) der berechneten Größen (in Klammern angegeben) wurden mit spezifischen 
Antikörpern gegen die mitochondrialen Proteine (αLtErv, αLtsTim1) bzw. den His-Tag (αHis5) nachge-
wiesen.  
3.6 Neue Glutaredoxine aus Hefe 
3.6.1 In silico-Identifizierung und Strukturvergleich dreier neuer Glutare-
doxine 
Durch in silico-Untersuchungen von J. Herrmann mit dem Programm BLAST wurden im Ge-
nom von Hefe drei neue Glutaredoxine identifiziert. Zwei davon, die Gene YDL10w und 
YBR014c, wurden SCGRX6 und SCGRX7 benannt und gehören zu den Monothiol-Grx [158].  
Sie weisen eine Sequenzidentität von 38 % untereinander auf, zu anderen Hefeglutaredoxinen 
nur 14 bis 21 %. Für beide Proteine wurden N-terminale Signalpeptide vorhergesagt [220], wie 
sie ScGrx5 aufweist [187].  
ScGrx6 ist durch zwei Insertionen zwischen einer N-terminalen Transmembrandomäne und 
dem aktiven Zentrum größer (231 Aminosäuren) als ScGrx7 (203 Aminosäuren) [157]. Obwohl 
beide Proteine nur ein Cystein besitzen und ihre Sequenz sehr ähnlich ist, unterscheiden sich 
die aktiven Zentren voneinander. ScGrx6 hat die Sequenz KSTCSYSK und ScGrx7 die Se-
quenz KTGCPYSK im aktiven Zentrum (Abbildung 23f). Sowohl ScGrx6 als auch ScGrx7 ha-
ben Ähnlichkeit zu Dithiol-Grx. Zum einen weisen sie kein WP-Motiv an der GSH-
Bindungsstelle auf [165, 221], zum anderen fehlt ihnen eine Insertion vor dem aktiven Zentrum 
(Abbildung 23) [158]. Viele Monothiol-Grx besitzen ein konserviertes Arginin, das vermutlich 
an der Glutathionbindung beteiligt ist. So interagiert R41 von EcGrx3 mit dem Glycinanteil des 
GSH über dessen Carboxylatgruppe [222]. Im Gegensatz dazu ist dieses Arginin sowohl in 
ScGrx6 als auch ScGrx7 durch ein Glutamin (Q171 und Q143) ersetzt (Abbildung 23a, b). 
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Auch in vielen Dithiol-Grx wie z. B. ScGrx1 und 2 sowie HsGrx2 ist dieses Arginin durch ein 
Glutamin ersetzt [157].  
 
 
Abbildung 23: Glutaredoxinmodelle und Alignments. 
a) Molekulares Modell von ScGrx6. b) Molekulares Modell von ScGrx7. In beiden Fällen wurden N-
terminal verkürzte Sequenzen verwendet. Die putativen Bindungsstellen der Carboxylatgruppe des 
Glycinanteils (Pfeil1) sowie des γ-Glutamyls (Pfeil2) von GSH sind gekennzeichnet. c) Ein um 90° ge-
drehtes molekulares Model von ScGrx8. d) Struktur von HsGrx2 im Komplex mit Glutathion (PDB entry 
2FLS) [154]. e) Oxidiertes HsTrp14 (PDB entry 1WOU) [223], weitere Informationen im Text. f) Se-
quenzalignment verschiedener Glutaredoxine. Putative Homologe von ScGrx8 aus verwandten Asco-
myceten sind durch einen Kasten hervorgehoben. Weitere thioredoxinstrukturelementhaltige Proteine 
sind: Homo sapiens Glutaredoxin 2 Isoform 1 (HsGrx2), Homo sapiens Trp14 (HsTrp), Xenopus tropica-
lis Trp14-Homolog (XtTrp), humanes Thioredoxin (hTrx), S. cerevisiae Trx1-3 (ScTrx1-3), Homo sa-
piens-Protein Disulfidisomerase (HsPdi) [157, 158].  
 
In ScGrx6 und ScGrx7 interagiert Glutathion voraussichtlich mit einem konservierten Lysin 
(K133 und K105) (Abbildung 23a, b) und die Carboxylatgruppe der γ-Glutamyl-Einheit von 
GSH könnte an die konservierten Arginine R180 und Arg152 der beiden Proteine binden. 
Ebenso könnte die Seitenkette von ScGrx7 R153 an der Bindung von GSH beteiligt sein 
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(Abbildung 23a, b). Aufgrund dieser strukturellen Eigenschaften werden ScGrx6 und ScGrx7 
in eine neue Gruppe von Glutaredoxinen eingeordnet, welche Ähnlichkeit zu Dithiol-Grx auf-
weist. 
Ein weiteres in Hefe identifiziertes Glutaredoxin, YLR364w, wurde ScGrx8 benannt. Es ist ein 
Dithiol-Grx mit einer Länge von 109 AS und wird wie ScGrx6 und ScGrx7 mittels multipler Se-
quenzalignments klassifiziert [157]. Bei Verwendung der Sequenz von ScGrx8 für BLAST-
Analysen, erhält man die höchste allgemeine Ähnlichkeit für Dithiol-Grx. ScGrx8 hat im Ge-
gensatz zu vielen anderen Mitgliedern der Thioredoxinfaltungs-Famile keine großen N- oder 
C-terminalen, zusätzlichen Sequenzbereiche [157]. Dementsprechend wurde ein energetisch 
stabiles Modell des kompakten Volllängenproteins (Abbildung 23c) basierend auf der Struktur 
von humanem Grx2 im Komplex mit Glutathion erstellt (Abbildung 23d). Die Aminosäuren K34 
und Q69 des humanen Grx2, welche die Glycin-Carboxylatgruppe von GSH binden [154] so-
wie einige vermutlich an der Substraterkennung beteiligte AS in α-Helix drei sind in ScGrx8 
und weiteren potentiellen Homologen aus Saccharomyceten nicht stark konserviert (Abbildung 
23c, d, f). Allerdings ist R71 vor dem β-Strang drei von ScGrx8 in diesen Proteinen konserviert 
oder durch ein Lysin ersetzt und könnte ebenfalls mit der Substrat-Carboxylatgruppe interagie-
ren [155]. Das am Ende von α-Helix drei gelegene W60 ist potentiell an der Bildung der Gluta-
thionbindungsstelle beteiligt. Die Aminosäure ist in vielen Monothiol-Grx konserviert 
(Abbildung 23f) und könnte sowohl die Bindung von GSH als auch die enzymatische Aktivität 
dieser Proteine signifikant verändern [158, 165, 221]. Die Aminosäuren in der Umgebung des 
Cysteins, im potentiellen aktiven Zentrum am Ende von α-Helix 2 von ScGrx8, weisen mehr 
Ähnlichkeit zu Thioredoxinen auf. Die größte Ähnlichkeit dieser Region besteht zu dem thiore-
doxinähnlichen Protein Trp14 [223]. Es weist wie ScGrx8 ein SWCPDCV-Motiv mit einem, das 
aktive Zentrum teilweise abschirmenden, Tryptophan auf (Abbildung 23e, f). Daher könnten 
die Cysteinthiolgruppen von ScGrx8 ähnliche chemische Eigenschaften wie jene in Trp14 ha-
ben [224], während die Substratbindungsstellen und allgemeinen Strukturen der beiden Pro-
teine deutlich voneinander abweichen (Abbildung 23c, e). So sind eine gespaltene und ge-
drehte α-Helix 3 und eine verlängerte Schlaufe vor α-Helix 2 zwar typisch für Trp14, wurden 
jedoch nicht im Modell von ScGrx8 gefunden (Abbildung 23c, e). Insofern hat ScGrx8 eine 
typische Grx-Struktur, eine signifikant veränderte Substratbindungsstelle und ein Trp14-
ähnliches Cysteinmotiv im katalytischen Zentrum. 
 
3.6.1.1 Die Quartärstruktur von ScGrx6, ScGrx7 und ScGrx8 
Expression und Reinigung der Glutaredoxine 
Bereits die Primärstrukturen der drei identifizierten Glutaredoxine weisen eine außergewöhnli-
che Kombination von Merkmalen auf (siehe Kapitel 3.6.1). Um einen Zusammenhang zwi-
schen der Struktur der Proteine und der Funktion herstellen zu können, wurden diese rekom-
binant exprimiert und weitergehend charakterisiert. Die Expression und Reinigung aller drei 
Proteine resultierte in sehr reinen Proteinen, deren Größe in reduzierenden SDS-Gelen in et-
wa der errechneten Größe von Monomeren entsprach. Im Gegensatz zu ScGrx6 und ScGrx8 
(Abbildung 24a, c) wies ScGrx7 eine Doppelbande auf (Abbildung 24b1). Diese war auf ein 
überlesenes TAG-Stopcodon (Amber) zurückzuführen. Nach der Mutation des Stopcodons zu 
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TGA (Opal) wurde auch ScGrx7 als homogenes Protein exprimiert (Abbildung 24b2) [157, 
158]. Gereinigtes ScGrx6 war braun gefärbt, ScGrx7 und ScGrx8 waren farblos. Das Absorp-
tionsspektrum von frisch gereinigtem ScGrx6 zeigte zwei lokale Maxima bei 340 und 432 nm 
(Abbildung 25). Die Mutante ScGrx6C136S war im Gegensatz zum WT-Protein farblos. 
Bisher wurde angenommen, dass Grx als Monomere vorliegen. Um dies zu überprüfen, wurde 
die Quartärstruktur der drei frisch aufgereinigten, rekombinanten Glutaredoxine mittels Gelfil-
trationschromatographie untersucht.  
 
 
Abbildung 24: Reinigung von ScGrx6-8. 
Der Verlauf der Reinigung rekombinanter Proteine mit Ni-NTA. a) ScGrx6 (23,5 kDa). b) ScGrx7 
(20,2 kDa), b1: ScGrx7 mit Amber-Stopcodon, b2: ScGrx7 mit Opal-Stopcodon. c) ScGrx8 (13,7 kDa). 
Alle Proben wurden mit 2-ME versetzt. P: Pellet, F: Flowthrough, W: Wash, E: Elution [158]. 
 
Es zeigte sich, dass ScGrx6 zum größten Teil nichtkovalent verknüpfte Homodimere bildet 
(Mapp: 57,3 kDa), jedoch auch zu 20-40 % Homotetramere (Mapp: 119 kDa, Abbildung 26a1). 
Die Analyse mit reduzierender und nicht-reduzierender SDS-PAGE zeigte, dass ScGrx6 einen 
geringen Anteil kovalent verknüpfter Dimere aufweist (Abbildung 26a3). ScGrx7 lag vollständig 
als nichtkovalent verknüpftes Dimer (Mapp: 42,2 kDa) und ScGrx8 als Monomer 
(Mapp: 14,9 kDa) vor (Abbildung 26b1, c1). Zudem dimerisierte keines der beiden Proteine über 
kovalente Bindungen (Abbildung 26b3, c2). In einem Fall resultierte die Alterung von ScGrx7 
in der Bildung putativer Tetramere (Mapp: 88,4 kDa, Abbildung 26b2). 
 
Abbildung 25: ScGrx6 UV-Vis-Spektrum. 
Die Spektren von 15, 30 und 55 µM ScGrx6 werden gezeigt. Im Kasten ist ein vergrößerter Ausschnitt 
der Spektren dargestellt [158]. 
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Der Chromophor von ScGrx6 war nur in der Tetramerfraktion gebunden, da im Gelfiltrations-
diagramm von ScGrx6 nur in dieser Fraktion eine erhöhte Absorption bei 430 nm auftrat 
(Abbildung 26a1).  
 
 
Abbildung 26: ScGrx6-8-Gelfiltrationsanalyse. 
Die Oligomerisierung von a) ScGrx6, b) ScGrx7 und c) ScGrx8 wurde mittels Gelfiltrationschromatogra-
phie analysiert. 1) Frisch über Ni-NTA gereinigtes Protein wurde für die Gelfiltration verwendet und bei 
verschiedenen Wellenlängen detektiert. Der Laufpuffer war: 50 mM NaxHxPO4, 300 mM NaCl, pH 7,4.  
2) Die Alterung der Proteine wurde untersucht. a2) Frisches (oben), 1 Tag altes (Mitte) und eine Woche 
altes ScGrx6 (unten). b2) Frisches (oben), eine Woche altes (Mitte) und einen Monat altes (unten) 
ScGrx7. Die Detektion erfolgte bei 280 nm. Die verschiedenen Elutionsfraktionen wurden mittels redu-
zierender und nicht-reduzierender SDS-PAGE analysiert. Um die Bildung von disulfidverbrückten Oli-
gomeren der Proteine während des Aufkochens der Proben zu verhindern, wurde eine zusätzliche Pro-
be mit 2 mM IAC versetzt. Zuordnung der Fraktionen: T: Tetramer, D: Dimer, C: eine kleine durch Coo-
massie anfärbbare Bande. Da ScGrx8 in der Gelfiltration als Monomer detektiert wurde, sind alle unter-
suchten Fraktionen Teil des Monomer-Peaks [157, 158]. 
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Die Farbigkeit von Proteinen kann auf der Bindung von Cofaktoren (siehe 3.4.1) oder Metallio-
nen beruhen. Daher wurde eine Metallionenanalyse des frisch gereinigten Proteins sowie der 
Tetramerfraktion von ScGrx6 durchgeführt. 
Für das gereinigte Protein wurden 0,2-0,3 Eisenionen pro Proteinmolekül nachgewiesen. Die-
ser Faktor erhöhte sich auf 0,74 Äquivalente in der Tetramerfraktion. Die Dimerfraktionen 
enthielten kein Eisen [157, 158]. Dieses Ergebnis und die Abwesenheit des Chromophors in 
der ScGrx6C136S-Mutante weisen auf die Existenz eines FeS-Clusters im Tetramer hin. Die 
Metallionenanalyse von ScGrx7 und ScGrx8 zeigte, dass keines der beiden Proteine in nen-
nenswertem Maß Eisen-, Kobalt-, Molybdän- oder Nickelionen band. 
 
 
Abbildung 27: Stabilisierung des ScGrx6-Holoproteins. 
a) Die stabilisierende Wirkung verschiedener Additiva auf den Chromophor von frisch gereinigtem, re-
kombinantem ScGrx6-Tetramer wurde photometrisch bei 435 nm und 25 °C untersucht. Die Absorption 
des verwendeten Puffers (50 mM NaxHxPO4, 300 mM NaCl, 125 mM Imidazol, pH 7,4, 2 mM Additiv) 
wurde von der Messung subtrahiert. DTT: Dithiotreitol, LAA: L-Ascorbinsäure, GSH: reduziertes Gluta-
thion, GSSG: Glutathiondisulfid. b) Als Referenz wurde mit der entsprechenden GSH Konzentration 
versetzter Puffer (50 mM NaxHxPO4, 300 mM NaCl, 125 mM Imidazol, pH 7,4) verwendet. Die Absorp-
tion von frisch aufgereinigtem ScGrx6 vor Zugabe der Additiva entspricht 100 %. Die Konzentration von 
ScGrx6 war a: 68 und 72 µM , b: 38 und 56 µM. Die gemessenen Zeitpunkte waren: 1: 0 h, 2: 0,5 h, 3: 
1 h, 4: 2 h, 5: 3 h, 6: 4 h. 7: 19 h und 8: 44 h [158]. 
 
Die Alterung von ScGrx6 resultierte im Verlust des Tetramers, das Dimer blieb stabil 
(Abbildung 26a2). Eine mögliche Erklärung für die Alterung des Proteins war dessen Oxidation 
mit Luftsauerstoff. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob verschiedene Reduktionsmittel 
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sowie das Oxidationsmittel GSSG eine Auswirkung auf die Verringerung der Tetramerkonzen-
tration bzw. den Verlust des Chromophors haben. Als Vergleich diente unbehandeltes Protein 
(Abbildung 27).  
GSSG wies im Gegensatz zu den anderen getesteten Substanzen keine stabilisierende Wir-
kung auf. DTT verringerte die Abnahme an Tetramer nur geringfügig, wohingegen L-
Ascorbinsäure das Tetramer stabilisierte. Am stärksten wurde das Protein durch GSH stabili-
siert (Abbildung 27a). Die stabilisierende Wirkung von GSH war konzentrationsabhängig. Zwi-
schen 1 und 2 mM GSH war kein signifikanter Unterschied zu erkennen, während eine Kon-
zentration von 10 mM GSH initial zu einer Erhöhung der Absorption auf über 100 % führte. 
Diese Ergebnisse legen nahe, dass ScGrx6-Tetramere über einen labilen FeS-Cluster ver-
bunden sind, welcher durch GSH stabilisiert werden kann. 
3.6.1.2 Kristallisation von ScGrx7 und ScGrx8 
Die detaillierte Struktur von ScGrx7 und ScGrx8 sollte mittels Röntgenstrukturanalyse unter-
sucht werden. Frisch über Ni-NTA aufgereinigtes, rekombinantes ScGrx7, ScGrx8 und 
ScGrx8C28S wurde am gleichen Tag mittels Gelchromatographie weiter aufgereinigt und an-
schließend im Sitting-drop-Verfahren bei 20 °C kristallisiert. ScGrx8 kristallisierte bei sehr un-
terschiedlichen Bedingungen der Kristallisationskits Classics, Classics lite, pH clear und pH 
clear II und Konzentrationen von 19 bis 29 mg/ml. Sofort nach dem Pipettieren der verschie-
denen Ansätze präzipitierte das Protein zu 7 bis 37 %. Die ersten Kristalle wurden nach vier 
Tagen beobachtet. Alle Kristalle waren nadelförmig mit Unterschieden in der Verzweigung. Ein 
größeres Volumen der Kristalle führte zur Bildung von Hohlnaden. Die größten und homo-
gensten Kristalle wurden bei der „Classics“ Bedingung F10 (0,2 M (NH4)2SO4, 0,1 M Na-
Cacodylat, pH 6,5, 30 % PEG800) gebildet, welche für Feinscreens variiert und für Screens 
mit verschiedenen Additiva verwendet wurde. Daraus resultierte keine Änderung der allgemei-
nen Kristallmorphologie. Ein ausgewählter Kristall wurde im Röntgenstrahl gemessen. Es zeig-
te sich, dass die Kristallstruktur nicht homogen war und der Kristall kein verwertbares Beu-
gungsmuster lieferte. ScGrx7 wurde in Konzentrationen von 12,3 bis 32,1 mg/ml für Kristallisa-
tionsexperimente mit den Kits Classics, Classics lite, pH clear und pH clear II verwendet. Die 
Präzipitationsrate sofort nach dem Pipettieren der Ansätze betrug zwischen 21 und 36 %. Das 
Protein kristallisierte bei sehr wenigen Bedingungen in einem Zeitraum von 3 bis 10 Tagen. 
Die homogensten Kristalle wurden bei den Bedingungen Classics B11 (0,1 M Tris, pH 8,5, 
20 % (v/v) Ethanol) und Classics lite G1 (0,1 M HEPES, pH 7,5, 1 % PEG400, 1 M AmSO4) 
gebildet, jedoch lösten sich diese wieder. Die Kristallisation bei diesen Bedingungen konnte 
nicht reproduziert werden.  
3.7 Katalytische Eigenschaften der neuen Glutaredoxine 
3.7.1 Monothiol-Glutaredoxine 
Die Funktion der drei neuen Glutaredoxine wurde im HEDS-Assay, dem Standard-Assay für 
Glutaredoxine, getestet. Alle bisher getesteten Monothiol-Grx sind im HEDS-Assay inaktiv, 
obwohl verschiedene katalytische Mechanismen wie ein Ping-Pong-Mechanismus die Funk-
tion im HEDS-Assay nicht ausschließen würden [158].  
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3.7.1.1 ScGrx6 und ScGrx7 sind im HEDS-Assay aktiv 
ScGrx6 zeigte deutliche Aktivität im HEDS-Assay, die sich jedoch nicht nach Michaelis-
Menten fitten ließ. Der Grund dafür liegt unter Umständen an den unterschiedlichen Protein-
spezies und der Instabilität des FeS-Clusters. In Lineweaver-Burk-Plots wurde ein Kmapp von 
1,5 mM und kcatapp von 1-2 s-1 bestimmt. Als Negativkontrolle wurde die vollständig inaktive 
Mutante ScGrx6C136S verwendet. Die Aktivität der gelchromatographisch getrennten Tetramere 
und Dimere wurde ebenfalls untersucht. Dabei war die spezifische Aktivität (v/[E]) des Dimers 
doppelt so groß wie die des Tetramers. Die Untersuchung von gealtertem Protein zeigte eine 
höhere Aktivität als frisch aufgereinigtes ScGrx6 [158]. 
 
Abbildung 28: ScGrx7 ist im HEDS-Assay aktiv. 
Die Oxidation von NADPH wurde spektrophotometrisch bei 340 nm verfolgt. Die Assays in a und b wur-
den durch Zugabe von HEDS gestartet. a) Michaelis-Menten-Plots von Experimenten mit 0,74 mM 
(oberer Graph) und 0,55 mM (unterer Graph) HEDS. Bei hohen GSH- und HEDS-Konzentrationen wur-
de eine Abnahme der Aktivität beobachtet. Diese Werte wurden nicht in den hyperbolischen Fit einge-
schlossen (offene Kreise). b) Die im Assay gemessene Aktivität ist von der eingesetzten ScGrx7-
Konzentration abhängig. c) Verlauf zweier Reaktionen: eine Basisline wurde für 30 sec aufgenommen 
und die Reaktion anschließend durch Zugabe von HEDS (2) bzw. ScGrx7 (1) gestartet. Die Reaktions-
geschwindigkeiten wurden entweder sofort (1), oder aufgrund der Lagphase bei Start mit HEDS 1 min 
nach dem Mischen (2) bestimmt [158]. 
 
ScGrx7 war ebenfalls im HEDS-Assay aktiv. Im Gegensatz zu ScGrx6 konnten die Ergebnisse 
nach Michaelis-Menten gefittet werden, wobei die Aktivität bei hohen HEDS-, oder GSH-
Konzentrationen abnahm (Abbildung 28a). Die maximale Aktivität von ScGrx7 war bis zu einer 
Proteinkonzentration von 50 nM direkt proportional zur eingesetzten Enzymkonzentration 
(Abbildung 28b). Die Aktivität des Proteins im Assay war abhängig von mehreren Faktoren, 
einerseits der Konzentration von HEDS und GSH, andererseits dem Versuchsablauf 
(Abbildung 29). Wurde die Reaktion durch Zugabe von HEDS gestartet, war die Aktivität ge-
ringer (Abbildung 29b, d) und es wurde eine Lagphase der Aktivität beobachtet (Abbildung 
28c). Daher wurde die Aktivität in diesen Fällen erst 1 min nach dem Start der Reaktion ge-
messen. Wurde die Reaktion mit Enzym gestartet, war die Aktivität höher (Abbildung 29a, c). 
In diesem Fall wurde keine Lagphase beobachtet (Abbildung 28c) und daher die initiale Aktivi-
tät bestimmt. Wurde im Assay bei unterschiedlicher HEDS-Konzentration die Konzentration an 
GSH variiert, blieb Kmapp relativ konstant bei ~1,3 mM und kcatapp nahm mit Zunahme der initia-
len HEDS-Konzentration zu (Abbildung 29a, b). Dies war unabhängig davon, ob die Reaktion 
mit HEDS oder ScGrx7 gestartet wurde.  
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Abbildung 29: Abhängigkeit der ScGrx7-Aktivität im HEDS-Assay von HEDS und GSH. 
Die Oxidation von NADPH wurde spektrophotometrisch bei 340 nm verfolgt. Lineweaver-Burk-Plots 
verschiedener Messungen sind dargestellt. Die apparenten Kinetikkonstanten sind in Tabelle 11 aufge-
listet. a und b) Die GSH-Konzentration wurde bei festen HEDS-Konzentrationen variiert. Die initiale 
HEDS-Konzentration ist in den Graphen angegeben. c und d) die Konzentration von HEDS wurde bei 
festen GSH-Konzentrationen variiert. Die initiale GSH-Konzentration ist in den Graphen angegeben. Die 
Reaktionen in a und c wurden mit ScGrx7, die Reaktionen in b und d mit HEDS gestartet [158]. 
 
Wurde bei unterschiedlichen initialen Konzentrationen von HEDS die GSH-Konzentration va-
riiert, blieb Kmapp ebenfalls konstant und kcatapp nahm bei steigender HEDS-Konzentration zu, 
sofern die Reaktion mit Enzym gestartet wurde (Abbildung 29c). Bei Start der Reaktion mit 
HEDS verringerte sich Kmapp bei steigender GSH-Konzentration, während kcatapp eher konstant 
blieb (Abbildung 29d und Tabelle 11). Die Lineweaver-Burk-Plots dieser Experimente können 
nicht als Ping-Pong-Mechanismus interpretiert werden, da die Linien nicht parallel verlaufen 
[158]. 
 





















0,18 9 1,4 19 1,3 0,5 29 2,2 42 1,4 
0,37 14 1,1 35 1,4 1,0 34 1,5 n.d. n.d. 
0,55 19 1,2 n.d. n.d. 1,5 31 0,8 76 1,4 
0,74 23 1,2 44 1,2      
Tabelle 11 
Die Konstanten wurden mittels Hanes Plots bestimmt. Diese sind sehr ähnlich zu den aus Lineweaver-
Burk-Plots erhaltenen Parametern. b Die Assays wurden durch Zugabe von HEDS gestartet. c Die As-
says wurden durch Zugabe von ScGrx7 gestartet [158]. 
3.7.1.2 Ping-Pong-Katalysemechanismus von ScGrx7 
Um die Analyse der Reaktionskinetik von ScGrx7 zu vereinfachen, wurde nicht HEDS als 
Substrat im Assay eingesetzt, da HEDS erst in einer nichtenzymatischen Reaktion mit GSH 
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das gemischte Disulfid bildet. Stattdessen wurde L-Cystein-Glutathion-Disulfid (GSSCys) ver-
wendet. Im Gegensatz zum HEDS-Assay ergab die Variation von GSH bei unterschiedlichen 
initialen GSSCys-Konzentrationen im Lineweaver-Burk-Plot gerade, parallele Linien 
(Abbildung 30a). Dies wies darauf hin, dass ScGrx7 nach einem Ping-Pong-Mechanismus 
reagiert. Sekundärplots dieser Messungen ergaben einen kcat von 133 s-1 und ähnliche Km 
Werte von ca. 0,2 mM für GSH und GSSCys (Abbildung 30b, c). Die katalytische Effizienz 
(kcat/Km) von ScGrx7 war ca. 0,5x106M-1s-1 [157].  
 
 
Abbildung 30: Zweisubstratkinetiken von ScGrx7 mit GSH und GSSCys. 
Die Oxidation von NADPH wurde spektrophotometrisch bei 340 nm verfolgt. a) Lineweaver-Burk-Plot 
initialer Experimente bei drei unterschiedlichen Konzentrationen von GSSCys. Die aus b bestimmten 
Werte für kcat und Km sind 133 s-1 und 135 mM. Die aus c bestimmten Werte, für Km (GSH) und Km (GSSCys) 
sind 266 und 135 mM [158]. 
 
 Ein weiterer Punkt, der einen Ping-Pong-Mechanismus für ScGrx7 unterstützte, war die volle 
Aktivität und die Abwesenheit einer Verzögerungsphase bei Einsatz von glutathionyliertem 
ScGrx7 (ScGrx7-SSG) als Substrat für das GR/GSH-System (siehe Abschnitt 3.7.1.3). 
3.7.1.3 Reduktion von ScGrx7-SSG durch das GR/GSH-System 
Um den Reaktionsmechanismus von ScGrx7 weiter aufzuklären, wurde ScGrx7 glutathiony-
liert (ScGrx7-SSG) und als Substrat für das GR/GSH-System eingesetzt. ScGrx7-SSG ent-
spricht einem Zwischenprodukt des potentiellen Ping-Pong-Mechanismus. Die Glutathionylie-
rung von frisch aufgereinigtem ScGrx7 mit GSSG resultierte zu 95 % in ScGrx7-SSG und 
wurde mittels DTNB-Assays und Massenspektrometrie bestätigt [157]. Die Reaktionsge-
schwindigkeiten bei Variation der initialen ScGrx7-SSG-Konzentration und 2 mM GSH wurden 
10 sec nach Start der Reaktion bestimmt (Abbildung 34b), die tatsächlichen Konzentrationen 
an ScGrx7-SSG über den Verbrauch an NADPH berechnet und gegen die Zeit aufgetragen 
(Abbildung 34d). Diese Auftragung wurde für die Bestimmung der apparenten Konstanten ei-
ner Reaktion 1. Ordnung verwendet (V=kappx[ScGrx7-SSG]) (Abbildung 34f). Die Reaktions-
konstante kapp betrug unter den gewählten Bedingungen 0,15 s-1. Bei Start der Messung war 
deshalb ein Großteil des ScGrx7-SSG bereits verbraucht (Abbildung 34d). Die Variation der 
initialen GSH-Konzentration zwischen 0,11 und 4 mM bei 15 µM ScGrx7-SSG resultierte 
10 sec nach dem Start der Reaktion in konstanten Reaktionsgeschwindigkeiten (Abbildung 
34h). Die Reduktionsgeschwindigkeit war unabhängig von der GSH-Konzentration und folgte 
einer apparenten Kinetik 1. Ordnung (Abbildung 34l). Das kinetische Gesetz für die Reduktion 
von ScGrx7-SSG wurde demnach bestimmt (V=0,15 s-1x[ScGrx7-SSG]). 
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3.7.2 Dithiol-Glutaredoxine 
3.7.2.1 Aktivität von ScGrx8 im HEDS-Assay 
Die initiale Analyse von ScGrx8 im HEDS-Assay zeigte, dass mikromolare Konzentrationen 
des Proteins benötigt wurden, um signifikante Aktivitäten zu messen. Bei Verwendung von 
25 µM ScGrx8 und millimolaren Substratkonzentrationen, wurde die GR-abhängige Regenera-
tion von GSH geschwindigkeitsbestimmend, wenn weniger als 1 U/ml GR eingesetzt wurde 
(Abbildung 31b).  
 
Abbildung 31: Aktivität von ScGrx8 im HEDS-Assay. 
Die Oxidation von NADPH wurde bei 340 nm in einem gekoppelten enzymatischen Assay spektropho-
tometrisch verfolgt. a) Reaktionsgeschwindigkeiten bei 0,74 mM HEDS und 2 mM GSH waren unter 
einer Enzymkonzentration von 50 µM proportional zur Konzentration von ScGrx8. b) Bei hohen Sub-
stratkonzentrationen wurden GR-Konzentrationen unter 1 U/ml geschwindigkeitsbestimmend. c) reprä-
sentativer Verlauf dreier Messungen: Eine Basislinie wurde vor dem Start des Assays mit Enzym (1) 
bzw. Disulfid (2, 3) aufgenommen. Die Kurven 1 und 2 wurden bei 0,74 mM HEDS und 2 mM GSH auf-
genommen. Kurve 3 resultiere aus einer Messung mit 0,4 mM GSH und 0,1 mM GSSCys. d) Der Ver-
brauch von NADPH im Assay war von HEDS und GSH abhängig und nicht durch oxidiertes ScGrx8 
verursacht. Die Probe ohne ScGrx8 enthielt mit NaHB4 vorbehandelten Elutionspuffer als Kontrolle. e) 
HEDS-abhängige Aktivität von ScGrx8 folgte einer Michaelis-Menten-Kinetik. Ein direkter Plot sowie ein 
Hanes-Plot (rechts) einer repräsentativen Messung mit 25 µM NaBH4 reduziertem ScGrx8, 0,74 mM 
HEDS sowie den angegebenen Konzentrationen an GSH sind dargestellt. f) Die GSH-abhängige Aktivi-
tät von ScGrx8 folgte keiner typischen Michaelis-Menten Kinetik. Ein direkter Plot sowie ein Hanes-Plot 
(rechts) einer repräsentativen Messung mit 25 µM NaHB4 reduziertem ScGrx8, 0,74 mM HEDS sowie 
den angegebenen Konzentrationen an GSH sind dargestellt [157]. 
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Die Aktivität von ScGrx8 im Assay war ebenfalls abhängig von der Durchführung des Assays. 
Bei Start mit HEDS war die Aktivität geringer und eine initiale Lagphase stärker ausgeprägt als 
beim Start mit Enzym. Die Thioltransferaseaktivität von ScGrx8 war sowohl bei Verwendung 
von HEDS und GSH als auch GSSCys und GSH sehr gering (Abbildung 31c). Daher wurde 
untersucht, ob die Aktivität tatsächlich auf das Enzym zurückzuführen war (Abbildung 31d). 
Durch Verwendung der im Assay inaktiven Mutanten ScGrx8C28S sowie ScGrx8C25S wurde be-
stätigt, dass die Aktivität von ScGrx8 im Assay nicht durch Spuren von E. coli-Enzymen verur-
sacht wurde. Zudem wurde nachgewiesen, dass beide Cysteine des aktiven Zentrums an der 
Reaktion beteiligt sind. Die Kristallstruktur von HsTrp14 indizierte die Möglichkeit einer inter-
nen Disulfidbrücke des SWCPDCV-Motivs. Um auszuschließen, dass die geringe Aktivität von 
ScGrx8 im HEDS-Assay auf die Reduktion eines internen Disulfides durch NADPH zurückzu-
führen war, wurde zum einen der Redoxzustand von frisch gereinigtem und gealtertem 
ScGrx8 bestimmt. Es zeigte sich, dass das frisch gereinigte Protein zu 90 % reduziert vorlag 
(Abbildung 32). 
 
Abbildung 32: Frisch gereinigtes ScGrx8 liegt weitgehend reduziert vor. 
a) Die Konzentration von unmodifizierten Thiolgruppen wurde mittels DTNB-Assay bestimmt. Lösungen 
von 0,16 mM frischem oder gealtertem ScGrx8 wurden für 1,5 h mit 50 äquivalenten NaHB4 vorbehan-
delt. Eine Negativkontrolle mit NaHB4 im Elutionspuffer wurde parallel behandelt. Anschließend wurden 
die Proben im DTNB-Assay verdünnt, was in einer theoretischen Konzentration an Cystein-
Thiolgruppen von 40 µM resultierte. Überschüssiges NaHB4 hatte keinen Einfluss auf den DTNB-Assay. 
Das Verhältnis der Thiolkonzentrationen zwischen unbehandelten und NaHB4-behandelten Proben sind 
angegeben. b) Die in a bestimmten Verhältnisse wurden gegen die Zeit aufgetragen und resultieren in 
einer apparenten Kinetik 0. Ordnung für ScGrx8 (V=-d[ScGrx8red]/dt=k0app≈0,08 % d-1 bei 4 °C).  
 
Die maximale Absorptionsänderung durch Reduktion dieser 10 % des Enzyms betrug in etwa 
∆Abs340 0,015, wesentlich weniger als die im Assay gemessenen Werte (Abbildung 31c). Zum 
anderen wurde NADPH in Abwesenheit von HEDS nicht signifikant oxidiert und die gemesse-
ne Aktivität war von allen Assay-Komponenten abhängig (Abbildung 31d). Dennoch wurde für 
die Bestimmung der Kinetikparameter das mit NaHB4 reduzierte Protein verwendet. Bei Ver-
wendung von 2 mM GSH und variablen Konzentrationen von HEDS wurde die Kinetik nach 
Michaelis-Menten gefittet und ein Kmapp von 0,5 mM sowie ein kcatapp von 0,019 s-1 ermittelt 
(Abbildung 31e). Wurde die GSH-Konzentration bei 74 mM HEDS variiert, ergab sich eine in 
etwa sigmoidale Kurve, deren Wendepunkt bei 1 mM GSH lag (Abbildung 31f). Dies könnte 
der physiologischen Konzentration entsprechen. Bei höheren GSH-Konzentrationen wurde ein 
Kmapp von ~1,5 mM und ein kcatapp von 0,018 s-1 ermittelt (Abbildung 31f).  
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3.7.2.2 Reduktion von ScGrx8 Disulfid durch GSH 
Im Vergleich von ScGrx8 mit ScGrx7 zeigte sich, dass sich der Kmapp beider Proteine in einem 
ähnlichen Bereich bewegte, kcatapp von ScGrx8 jedoch drei Zehnerpotenzen kleiner war. Daher 
wurde untersucht, welcher Teil der HEDS-Reaktion langsamer verlief als bei ScGrx7. Im ers-
ten Schritt wurde getestet ob ScGrx8-Disulfid (ScGrx8(S2)) ein Substrat des GR/GSH-System 
ist.  
 
Abbildung 33: Reduktion von ScGrx8(S2) durch GSH. 
Frisch gereinigtes Protein wurde mit Diamid oxidiert und als Substrat für das GR/GSH-System verwen-
det. a) Reversible, intramolekulare Disulfidformation nach der Oxidation mit Diamid wurde mittels 
DTNB-Assay und nicht reduzierender SDS-PAGE bestätigt. Die Resultate von Assays die mit 0,1 mM 
NADPH, 2 mM GSH und 1-25 µM ScGrx8(S2) durchgeführt wurden sind in b-d gezeigt. b) Reaktionsge-
schwindigkeiten zehn Sekunden nach dem Start der Reaktion wurden gegen die initiale Konzentration 
von ScGrx8(S2) aufgetragen. c) Die tatsächlichen Konzentrationen an ScGrx8(S2) wurden anhand des 
NADPH-Verbrauchs berechnet und gegen die Zeit aufgetragen. d) Die Reduktion von ScGrx8(S2) folgte 
einer apparenten Kinetik 1. Ordnung. Der Wert für kapp von 0,045 s-1 wurde anhand der negativen Stei-
gungen der geraden Linien bestimmt und war unabhängig von der ScGrx8(S2)-Konzentration. Alternativ 
wurde die Konzentration an GSH (0,1-4 mM) bei einer initialen Konzentration an ScGrx8(S2) von 15 µM 
variiert. Diese Experimente sind in e-h gezeigt. e) Reaktionsgeschwindigkeiten zehn Sekunden nach 
dem Start der Reaktion wurden gegen die initiale Konzentration von ScGrx8(S2) aufgetragen. f) Die 
tatsächlichen Konzentrationen an ScGrx8(S2) wurden anhand des NADPH-Verbrauchs berechnet und 
gegen die Zeit aufgetragen. g) Die Reduktion von ScGrx8(S2) folgte bei allen getesteten GSH-
Konzentrationen einer apparenten Kinetik 1. Ordnung. h) Die Korrelation zwischen kapp aus g und der 
verwendeten Konzentration an GSH ist komplex und folgt keiner einfachen Reaktion 1. oder 2. Ord-
nung. i) Potentielle geschwindigkeitsbestimmende Schritte der GSH-abhängigen Reduktion von 
ScGrx8(S2) [157]. 
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Durch Diamid oxidiertes ScGrx8 lag zu 95 % als internes Disulfid vor, intermolekulare Disulfide 
wurden nicht detektiert (Abbildung 33a). Die Variation der ScGrx8(S2)-Konzentration bei 2 mM 
GSH ergab einen linearen Zusammenhang zwischen Substratkonzentration und Reaktionsge-
schwindigkeit (Abbildung 33b). Die tatsächliche Konzentration an ScGrx8(S2) wurde anhand 
des NADPH-Verbrauchs berechnet, gegen die Zeit aufgetragen und ergab exponentielle Kur-
ven (Abbildung 33c). Basierend auf diesen Berechnungen folgte die Reduktion von 
ScGrx8(S2) durch GSH einer Kinetik 1. Ordnung (V=kappx[ScGrx8(S2)]) mit einem konstanten 
Wert für kapp von ~0,045 s-1 (Abbildung 33d). Die kapp-Abhängigkeit von der GSH-
Konzentration ist in (Abbildung 33e-h) zusammengefasst. Bei Verwendung von 15 µM 
ScGrx8(S2) und variablen Konzentrationen von GSH zeigte die Reaktionsgeschwindigkeit eine 
hyperbolische Korrelation (Abbildung 33e). Wiederum wurde die tatsächliche ScGrx8(S2)-
Konzentration berechnet und gegen die Zeit aufgetragen (Abbildung 33f) und ergab eine ap-
parente Reaktionskinetik 1. Ordnung. Dabei stieg kapp bei steigender GSH-Konzentration 
(Abbildung 33g). Die Analyse der Steigungen wies auf einen komplexen Zusammenhang zwi-
schen kapp und der GSH-Konzentration hin (Abbildung 33h). Bei Konzentrationen unter 1 mM 
GSH vergrößerte sich der Quotient kapp/[GSH] mit steigender GSH-Konzentration. Bei Kon-
zentrationen über 1 mM GSH verringerte sich der Wert. Verschiedene hypothetische, reak-
tionsgeschwindigkeitsbestimmende Schritte der Reduktion von ScGrx8(S2) zeigt Abbildung 
33i. Eine Erklärung wäre die Bildung eines ternären Komplexes (kapp=k1x[GSH]2), jedoch resul-
tierte die Auftragung von kapp gegen [GSH]2 nicht in geraden Linien. Eine weitere Erklärung 
wäre die Reaktion eines binären Komplexes zwischen GSH und ScGrx8(S2) (kapp=k2x[GSH]) 
oder GSH und dem gemischten Disulfid (kapp=k3x[GSH]). Die Auftragung von kapp gegen die 
GSH-Konzentration resultierte jedoch in einer sigmoidalen Kurve. Diese Ergebnisse zeigen, 
dass die Reduktion von ScGrx8(S2) nach einem komplexeren Mechanismus verläuft.  
3.7.2.3 Reduktion von ScGrx8-SSG durch GSH 
Die geringe Aktivität des Enzyms im HEDS-Assay könnte ebenfalls auf einer langsamen Re-
duktion des glutathionylierten ScGrx8 (ScGrx8-SSG) beruhen, weshalb diese Reaktion weiter 
untersucht wurde. Die Glutathionylierung von ScGrx8 resultierte in oxidiertem Protein 
(ScGrx8(S2)). Daher wurden die beiden Mutanten ScGrx8C25S und ScGrx8C28S auf ihre Gluta-
thionylierungseigenschaften getestet. Es zeigte sich, dass ScGrx8C25S im Gegensatz zu 
ScGrx8C28S nicht glutathionyliert werden kann, was dem traditionellen Katalysemodell ent-
spricht (Abbildung 4) [157]. Deswegen wurde die Mutante ScGrx8C28S für die weiteren Unter-
suchungen verwendet.  
Die initiale ScGrx8C28S-SSG-Konzentration wurde bei 2 mM GSH variiert, die tatsächliche 
Konzentration an ScGrx8C28S-SSG über den Verbrauch an NADPH berechnet und gegen die 
Zeit aufgetragen. Diese Werte wurden verwendet, um die Konstanten einer apparenten Kinetik 
1. Ordnung zu bestimmen (V=kappx[ScGrx8C28S-SSG]) Es wurde eine Konstante kapp von 
0,029s-1 bestimmt (Abbildung 34c, d). Die Variation der initialen ScGrx8C28S-SSG-
Konzentration von 0,11 bis 15 µM (Abbildung 34g) folgte einer apparenten Reaktion 1. Ord-
nung, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit bei höheren GSH-Konzentrationen deutlich stieg. 
Das kinetische Gesetz für die Reduktion von ScGrx8C28S-SSG konnte aufgrund von komplexe-
ren Zusammenhängen zwischen kapp und [GSH] nicht bestimmt werden. 




Abbildung 34: Reduktion von glutathionyliertem ScGrx7 und ScGrx8C28S durch das GR/GSH-
System. 
Frisch gereinigtes Protein wurde mit GSSG oxidiert und als Substrat für das GR/GSH-System verwen-
det. Die Assays in a-f wurden mit 1 U/ml Hefe-GR, 1 mM NADPH, 2 mM GSH und 1-25 µM Grx-SSG 
durchgeführt. a) Reaktionsgeschwindigkeiten 10 sec nach Start der Reaktion wurden gegen die initiale 
Konzentration von ScGrx8C28S-SSG aufgetragen. b) Analoges Experiment mit ScGrx7-SSG. Die tat-
sächlichen Konzentrationen an ScGrx8C28S-SSG (c) und ScGrx7-SSG (d) wurden anhand des Ver-
brauchs an NADPH berechnet und gegen die Zeit aufgetragen. Die Reduktion von ScGrx8C28S-SSG (e) 
und ScGrx7-SSG (f) verlief nach einer apparenten Reaktion 1. Ordnung. Negative Steigungen und ge-
rade Linien wurden für die Abschätzung der Werte von kapp verwendet. In beiden Fällen waren die Wer-
te unabhängig von der Proteinkonzentration. Alternativ wurde die GSH-Konzentration (0,1-4 mM) in 
Assays mit 15 µM Grx-SSG variiert. Die Resultate dieser Messungen sind in g-l zu sehen. Die Reak-
tionsgeschwindigkeiten zehn Sekunden nach der Messung wurden gegen die GSH-Konzentration auf-
getragen. Die tatsächlichen Konzentrationen an ScGrx8C28S-SSG (i) und ScGrx7-SSG (j) wurden an-
hand des Verbrauchs an NADPH berechnet und gegen die Zeit aufgetragen. Beide Reaktionen folgten 
apparenten Gesetzen 1. Ordnung wobei kapp Werte von ScGrx8C28S-SSG mit steigender GSH-
Konzentration anstiegen (k), während sie im Fall von ScGrx7-SSG konstant blieben (l) [157]. 
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3.7.3 Reduktion von ScGrx8(S2) und glutathionyliertem ScGrx7 durch He-
fe-TrxR 
Für einige Grx wie EcGrx4 und das mitochondriale hsGrx wurde gezeigt, dass diese Elektro-
nen von TrxR akzeptieren [166, 225]. Da ScGrx8 Ähnlichkeit zu Trx aufweist wurde getestet, 
ob dieses Protein sowie ScGrx7-SSG ebenfalls durch TrxR reduziert werden. Es zeigte sich, 
dass keines der beiden Proteine im Assay als Substrat von TrxR dient [157]. 
3.7.4 ScGrx8 Aktivität im Insulin-Assay 
Des Weiteren wurde untersucht, ob ScGrx6-8 aufgrund der ungewöhnlichen Struktur (und 
Ähnlichkeit zu Thioredoxinen) im Insulin-Assay aktiv sind. Sowohl ScGrx6 als auch ScGrx7 
sind in diesem Assay inaktiv [158], während ScGrx8 eine geringe, enzymkonzentrationsab-
hängige Aktivität besitzt [157]. 
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4 Diskussion 
4.1 Die Zusammensetzung der Nicht-Opisthokonten-MPI-Maschine-
rie unterscheidet sich deutlich von den bekannten Maschinerien 
In silico-Analysen der Genome nicht zu den Opisthokonten gehöriger Protisten zeigen, dass 
es in diesen Organismen deutliche Unterschiede zu den vor allem in Pilzen erforschten MPI-
Modellsystemen gibt. So weist der Kandidat für Tom22 aus P. falciparum im Gegensatz zu 
seinem Homolog aus Hefe keine negativ geladene, zytosolische Rezeptordomäne auf [190], 
deren Funktion in ScTom22 die Erkennung positiver Vorläuferproteine ist [226]. Auch die Sig-
nalsequenzen unterscheiden sich gegebenenfalls deutlich. Während der Apikomplexa-
Kandidat für Tom40 eine typische C-terminale Signalsequenz aufweist, die etwas vom β-
Barrel-Signal nach Kutik abweicht, fehlt diese in den Kinetoplastiden Kandidaten [190, 227]. 
Die Identifizierung von potentiellen Tom70 Kandidaten erschwerte sich, da Tetratricopeptid-
Domänen in vielen Proteinen wie z. B. Hsp90 vorhanden sind. Daher kann weder ausge-
schlossen noch verifiziert werden, dass diese Proteine in den untersuchten Protisten vorkom-
men. Gerade in Kinetoplastiden zeigen sich deutliche Unterschiede zu den klassischen MPI-
Systemen. So ist die Sequenzähnlichkeit der Kinetoplastiden-Tim50-Kandidaten zu ScTim50 
sehr gering. Allerdings wird der Kandidat von T. cruzi durch eine von mehreren Programmen 
vorhergesagte, mitochondriale Lokalisation unterstützt [190]. Des Weiteren wurden in silico 
ursprünglich nur drei unterschiedliche kleine-Tim-Proteine in Kinetoplastiden identifiziert, wel-
che Tim 9, 10 und 13 zugeordnet wurden [113]. Zusätzlich zu diesen Kandidaten wurde in 
dieser Arbeit ein weiterer Kandidat identifiziert (Abbildung 5). Die Sequenzähnlichkeit dieses 
neuen Proteins ist geringer als die der bereits bekannten Kandidaten und die Schlaufe, welche 
die beiden Cx3C-Motiv tragenden α-Helices verbindet, ist länger. Die Zuordnung der vier klas-
sischen Kandidaten ist nicht eindeutig. So zeigt das Protein Q4QBW9 von L. major im ersten 
Motiv (ExCFNLCx2E) eine deutliche Ähnlichkeit zu ScTim9. Das zweite Motiv hingegen 
(KxEx2CIDRCx2RY) ähnelt eher Tim10/12 aus Hefe und beide Motive sind, wie in ScTim10, 
durch 16 Aminosäuren statt 15, wie in ScTim9, getrennt. Zusätzlich zu diesen vier Proteinen 
wurde ein weiteres kleines-Tim-ähnliches Protein in Kinetoplastiden identifiziert. Dieses zeich-
net sich durch das Fehlen der Cysteine C1 und C4 und somit der ersten Disulfidbrücke aus 
(Abbildung 5). Diese Unterschiede und die Abwesenheit von Mia40 in Kinetoplastiden lassen 
darauf schließen, dass sich der Aufbau der Proteinimportmaschinerien in Nicht-Opisthokonten 
deutlich von Opisthokonten unterscheidet [190]. 
4.2 Funktionelle Konservierung des MPI in Kinetoplastiden trotz feh-
lender Komponenten 
Trotz der bereits erwähnten Unterschiede zwischen den Importmaschinerien von Opisthokon-
ten und Kinetoplastiden (siehe 1.4.3, 3.1, 3.2.1), wurden in dieser Arbeit MPI-Substratproteine 
aus Hefe in isolierte Leishmanienmitochondrien importiert und umgekehrt. In den folgenden 
Abschnitten werden die Importmaschinerien der verschiedenen Kompartimente verglichen und 
Theorien zur evolutionären Entstehung der unterschiedlichen Komplexe vorgestellt. 
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4.2.1 Die MPI-Komplexe der OM 
4.2.1.1 Kinetoplastiden verfügen über eine zu TOM alternative Translokase 
Der zentrale Eintrittsort von Proteinen in Mitochondrien, der TOM-Komplex, wurde in keiner 
der bisherigen in silico-Studien in Kinetoplastiden identifiziert. Dies führte zu der Vermutung, 
dass gerade das zentrale Protein Tom40 in diesen Organismen verloren ging [91, 228]. Auch 
in dieser Arbeit wurde, abgesehen vom T. cruzi Protein, kein überzeugender Kinetoplastiden-
Tom40-Kandidat identifiziert. Eine Erklärung dafür, dass eine Identifizierung in silico nicht 
möglich ist, bietet die geringe Sequenzkonservierung von β-Barrel-Proteinen, wie für die 
Tom40-Kandidaten von Giardia und E. histolytica gezeigt wurde [91, 228]. Eine weitere Mög-
lichkeit für die Abwesenheit des TOM-Komplexes ist eine unspezifische Pore in der OM, wel-
che den Eintritt von Proteinen in die Mitochondrien ermöglicht. Die wahrscheinlichste Möglich-
keit ist eine Art TOM-Komplex, welcher die Signalsequenzen unterschiedlicher Spezies er-
kennt. Diese Theorie wird durch den speziesunspezifischen Import von Leishmanienproteinen 
in Hefe (Abbildung 11) sowie die Identifizierung einer zur Omp85-Superfamilie gehörenden 
archaischen Translokase der mitochondrialen Außenmembran (ATOM) in T. brucei unterstützt 
[131]. In diesem Fall würden MPI Substratproteine sowohl aus Opisthokonten als auch aus 
Kinetoplastiden über ATOM in Leishmanienmitochondrien importiert werden. 
4.2.1.2 Die Kernkomponenten des TOB-Komplexes sind evolutionär konserviert 
β-Barrel-Proteine werden in Opisthokonten über den TOB-Komplex mit dem zentralen Protein 
Tob55 in die mitochondriale Außenmembran importiert. Dieser Importweg ist evolutionär stark 
konserviert. So weisen die zentralen Komponenten Omp85 in Bakterien und Tob55 in Euka-
ryoten eine hohe funktionalle Ähnlichkeit auf [229]. Die starke Konservierung des Importweges 
zeigt sich auch darin, dass sowohl ScPorin als auch LtTob55 erfolgreich in Opisthokonten- 
und Kinetoplastidenmitochondrien importiert wurden (Abbildung 8c, Abbildung 10a, Abbildung 
11a). Dies deutet darauf hin, dass in Kinetoplastiden ein konservierter, β-Barrel-
proteinimportierender TOB-Komplex existiert.  
4.2.1.3 Die Rezeptorproteine der OM MPI-Komplexe sind nicht konserviert 
Ein weiterer deutlicher Unterschied der MPI-Maschinerien von Nicht-Opisthokonten zu den 
klasischen Modellen ist die wahrscheinliche Abwesenheit von klassischen TOM- und TOB-
Komplex-Rezeptoren (Tabelle 8). Diese werden in Opisthokonten für die Erkennung mito-
chondrialer Importsignale benötigt [15, 230, 231]. Eine mögliche Erklärung für die Abwesen-
heit der Rezeptorproteingene liefert der deutliche Unterschied der Signalsequenzen von Pro-
teinen parasitischer Protozoen im Vergleich zu Opisthokonten. Diese unterscheiden sich trotz 
der funktionellen Konservierung (Abbildung 10, Abbildung 11) deutlich in Hinblick auf Länge 
und Aminosäurenzusammensetzung [91, 232]. Insofern ist auch eine strukturelle und kompo-
sitionelle Variation der Rezeptormoleküle denkbar. So scheint die stark negativ geladene zyto-
solische Rezeptordomäne von Tom22 in Nicht-Opisthokonten wie Plasmodium (Tabelle 8) zu 
fehlen. Frühere in silico-Studien weisen darauf hin, dass die Rezeptoren Tom20 und Tom70 
rein auf Opisthokonten beschränkt sind [233]. Diese Resultate zeigen, dass der Import von 
Proteinen durch die mitochondriale OM und die Insertion von β-Barrel-Proteinen in die OM 
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trotz funktioneller Konservierung deutlich von den klassischen Modellen abweicht. Bisher ist 
jedoch wenig über die Zusammensetzung und Funktionsweise des ATOM-Komplexes in Kine-
toplastiden, oder die Erkennung von β-Barrel-Proteinen an der OM bekannt [190]. 
4.2.1.4 Evolutionäre Entstehung der TOM-Komplexe 
Die evolutionäre Entstehung der unterschiedlichen TOM-Komplexe kann durch verschiedene 
Szenarien erklärt werden. Einerseits durch die alleinige Existenz einer klassischen TOM-
Kernkomponente (Eukaryot A), oder aber eine Kombination dieser Kernkomponente mit einer 
weiteren Komponente TomX (Eukaryot B). Andererseits ist auch eine ursprüngliche durch 
TomX gebildete Pore denkbar (Eukaryot C) (Abbildung 35a). Im Fall von Eukaryot A könnten 
sich die Sequenzen von Tom40 und den TOM-Rezeptoren im Laufe der Evolution stark ver-
ändert haben, wodurch die in silico-Identifizierung von Tom40* in einigen Organismen 
(Abbildung 35a, 1a), im Gegensatz zu anderen (Abbildung 35a, 1b) erschwert ist. So haben β-
Barrel-Proteine von E. histolytica und Giardia nur eine sehr geringe Sequenzähnlichkeit zu 
Tom40-Proteinen aus Opisthokonten [234, 235]. Des Weiteren könnten einige TOM-
Rezeptoren durch bisher unbekannte Proteine ersetzt worden sein (Abbildung 35a, 2). Im 
Szenario Eukaryot B sind auch zwei unterschiedliche, ursprüngliche Komplexe möglich, wel-
che eine ähnliche Funktion ausübten. Dabei würde der Verlust von Tom (Abbildung 35a, 3a) 
oder TomX (Abbildung 35a, 3b) die Abwesenheit eines TOM-Komplexes in Kinetoplastiden 
erklären. Im Fall von Eukaryot C könnte Tom40 sekundär von einigen (Abbildung 35a, 4a) 
jedoch nicht allen (Abbildung 35a, 4b) Organismen aufgenommen worden sein. Neue Erkennt-
nisse indizieren, dass TomX ein Vorläufer des ATOM-Komplexes in Kinetoplastiden ist, was 
auf einen bakteriellen Ursprung dieser Komponente schließen lässt [131]. Beide Varianten, 
Szenario 3b und 4b (Abbildung 35a) sind möglich, jedoch wurde Eukaryot C als letzter ge-
meinsamer Vorfahr im Hinblick auf die Evolution von Tom40 und ATOM durch Pusnik (2011) 
favorisiert [131, 190]. Um die evolutionäre Entstehung der verschiedenen Translokasen zu 
klären sind, weitere Experimente unumgänglich. So ist es unter anderem notwendig die Re-
zeptorproteine der variierenden TOM-Komplexe zu identifizieren und zu charakterisieren um 
Aufschlüsse über deren Funktionsweise und die grundlegenden Importsignale zu erhalten. 
Dabei könnten die in Kapitel 3.5 vorgestellten Konstrukte für die Identifizierung verwendet 
werden. 
4.2.2 Die MPI-Komplexe der IM 
4.2.2.1 Der OXA-Komplex ist in Kinetoplastiden partiell konserviert 
Einige Proteine werden aus der mitochondrialen Matrix über den OXA-Komplex in die IM in-
sertiert. Dieser Importweg ist evolutionär stark konserviert [91, 235]. Dies scheint auch in Kine-
toplastiden der Fall zu sein, in denen zumindest die zentrale Komponente Oxa1 evolutionär 
konserviert ist [190]. 
4.2.2.2 Der TIM23-Komplex ist in Kinetoplastiden deutlich verändert 
In Opisthokonten werden Matrixproteine über den TIM23-Komplex mit den zentralen Kompo-
nenten Tim17 und Tim23 in die Matrix importiert. Der Import und die Prozessierung des Hefe-
proteins Su9 in Leishmanienmitochondrien (Abbildung 10b) bestätigt frühere Experimente zu 
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N-terminalen Matrixsignalsequenzen, in welchen Fusionsproteine in Mitochondrien aus Kine-
toplastiden [91, 118, 232] und Apikomplexa [205, 236, 237] importiert wurden.  
 
 
Abbildung 35: Evolutionsmodelle der MPI-Maschinerie. 
a) Evolution des TOM-Komplexes. b) Evolution der TIM23- und TIM22-Komplexe. c) Evolution des Mia-
Erv-Systems. Mutmaßliche Proteine sind blau dargestellt [190]. Details siehe Text. 
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Daher überrascht, dass in dieser und anderen Arbeiten [91, 190, 238] in silico nur ein zu 
Tim17 homologes Protein identifiziert wurde. Trotz dieses gravierenden Unterschiedes scheint 
der grundlegende Importmechanismus von Proteinen mit N-terminaler Matrixsignalsequenz 
durch die IM unter Eukaryoten funktionell konserviert zu sein.  
Die zweite Funktion des TIM23-Komplexes in Opisthokonten ist der laterale Import von Protei-
nen in die IM [15, 230, 231]. Diese Proteine zeichnen sich durch ein an die N-terminale Sig-
nalsequenz anschließendes Transmembransegment aus. Ein Markerprotein dieses so ge-
nannten Stop-Transfer-Importweges, Dld, wird ebenfalls in Leishmanienmitochondrien impor-
tiert (Abbildung 10c) und deutet auf die Existenz dieses Importweges in Kinetoplastiden hin. 
Allerdings ist die Importeffizienz sehr gering, weshalb keine genaue Aussage über die Prozes-
sierung des Proteins gemacht werden kann. 
4.2.2.3 Der klassische TIM22-Komplex ist in Kinetoplastiden nicht nachweisbar 
Ein weiterer Importweg von Opisthokontenproteinen mit multiplen Transmembransegmenten 
in die mitochondriale IM führt über den TIM22-Komplex [15, 230, 231]. In Kinetoplastiden wur-
de Tim22, das zentrale Protein des Komplexes durch in silico-Studien nicht identifiziert [91] 
(Tabelle 8). Dennoch wurden die Proteine ScAAC (Abbildung 10d) sowie LtTim17 (Abbildung 
11b) erfolgreich importiert. Dies zeigt eine evolutionäre Konservierung des Importweges an, 
welche ebenfalls durch eine frühere Importstudie des AAC-Homologen aus E. histolytica in 
Hefemitochondrien unterstützt wird [235]. Die Proteine Tim17/22/23 sind Homologe, welche in 
vielen Organismen inklusive Apicomplexa vorkommen (Tabelle 8). Der einzige Vertreter dieser 
Familie in Kinetoplastida kann aufgrund von Peptidmotiven eindeutig als Tim17 identifiziert 
werden [91, 238]. Dies weist darauf hin, dass der TIM22-Komplex abwesend und der TIM23-
Komplex in Kinetoplastiden deutlich verändert ist [190]. In einer neuen Studie an T. brucei 
wurden weitere Komponenten des TIM17-Komplexes identifiziert, welche am Import von Pro-
teinen mit N-terminalen Signalsequenzen beteiligt sind. Diese Kandidaten weisen keine Ähn-
lichkeit zu bisher bekannten Tim-Proteinen auf, was ebenfalls auf einen deutlich abweichen-
den Aufbau des Kinetoplastiden-TIM17-Komplexes schließen lässt [239].  
4.2.2.4 Evolutionäre Entstehung der TIM-Komplexe 
Es gibt drei mögliche Szenarien für die Entstehung eines abweichenden TIM-Komplexes. Die 
Anwesenheit der Vorläufer der TIM23- und TIM22-Komplexe (Eukaryot A), eines ursprüngli-
chen Tim17/22/23-Proteins (TimX), welches Substratproteine sowohl in die IM als auch in die 
Matrix importierte (Eukaryot B) [91] oder eines TimX in Kombination mit einer unbekannten 
Komponente TimZ (Eukaryot C) (Abbildung 35b). Im Falle des Eukaryot A könnte sich die Se-
quenz der Rezeptormoleküle sowie Tim22 im Laufe der Evolution signifikant geändert und zur 
Entstehung von Tim22* sowie Tim50* geführt haben. Damit wäre die in silico-Identifizierung 
dieser Proteine in einigen Organismen stark erschwert (Abbildung 35b, 1a). Eine andere Mög-
lichkeit wäre der sekundäre Verlust von Tim22 in einigen Fällen (Abbildung 35b, 2). Im Falle 
des Urproteins TimX (Eukaryot B) wäre die Entstehung der TIM22/23-Komplexe durch Gen-
duplikation in einigen (Abbildung 35b, 3a), jedoch nicht allen Abstammungslinien (Abbildung 
35b, 3b) möglich. Ebenso könnten zusätzliche Komponenten wie Tim50 (Abbildung 35b, 3a), 
oder denkbare Rezeptorproteine TimY (Abbildung 35b, 3b) eine Lösung für ähnliche Probleme 
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darstellen. Alternativ könnten Eukaryoten wie Kinetoplastiden auch dem Eukaryoten B ähneln 
(Abbildung 35b, 4). Geht man Bei Eukaryot C von der Anwesenheit eines unbekannten Pro-
teins TimZ im ursprünglichen Organismus aus, so könnte dieser als Folge der Genduplikation 
von TimX durch Tim22 ersetzt worden (Abbildung 35b, 5a) oder in Organismen wie den Kine-
toplastiden bis heute erhalten sein (Abbildung 35b, 5b) [190]. Für gesicherte Aussagen zur 
Evolution der MPI-Komplexe der IM sind viele weitere Untersuchungen notwendig. So müss-
ten die verschiedenen Komplexe z. B. mittels Pulldown-Experimenten wie in Abschnitt 3.5 
beschrieben isoliert und deren Komponenten anschließend bestimmt werden. In weiteren Stu-
dien müssten die identifizierten Einzelkomponenten und ihre Funktion im MPI analysiert wer-
den. Die ermittelte Funktionsweise könnte somit Aufschluss über den Ursprung dieser Protei-
ne sowie der TIM-Komplexe geben. 
4.2.3 Das MPI-System des IMS 
4.2.3.1 Das MPI-System des IMS unterscheidet sich deutlich von Opisthokonten 
Der MPI von cysteinreichen IMS-Proteinen wie den kleinen-Tim-Proteinen (Abbildung 10e, 
Abbildung 11e) oder LtErv (Abbildung 11d) ist in Kinetoplastiden aufgrund der Abwesenheit 
von Mia40 rätselhaft [83, 240]. Besonders die ∆Ψ-Abhängigkeit des kleinen-Tim-Imports in 
Leishmanienmitochondrien im Gegensatz zu ScTim9 kann mit den bisherigen MPI-Modellen 
nicht erklärt werden und muss in weiteren Studien untersucht werden. Bisher sind keine expe-
rimentellen Daten über die Funktionsweise des IMS-Imports von Cysteinproteinen in der Ab-
wesenheit von Mia40 bekannt [190]. Erste Aufschlüsse über diesen Importweg würde die 
Identifizierung der beteiligten Proteine liefern. Die Maschinerie könnte durch Pulldownexperi-
mente mit den bekannten Substraten des Importweges wie den IMS-Proteinen LtsTim1 oder 
LtErv ermittelt werden. Die anschließende Charakterisierung der neu identifizierten Proteine 
könnte zur Aufklärung der uncharakteristischen ∆Ψ-Abhängigkeit des Imports von LtsTim1 
führen. Die Identifizierung weiterer Substratproteine könnte ebenfalls für die Aufklärung der 
∆Ψ-Abhängigkeit des Imports hilfreich sein. 
4.2.3.2 Evolutionäre Entstehung des IMS Imports 
Drei Szenarien erklären die funktionelle Konservierung des Importweges im Laufe der Evoluti-
on. So könnten die ursprünglichen Eukaryoten einerseits Vorfahren von Mia und Erv (Eukaryot 
A), oder Erv alleine (Eukaryot B) enthalten haben. Andererseits ist auch die Anwesenheit von 
Erv und einer bisher unbekannten Komponente Z (Eukaryot C) möglich (Abbildung 35c). Im 
Falle des Eukaryoten A könnte sich die Sequenz von Mia40 im Lauf der Evolution stark verän-
dert und zur Entstehung von Mia* geführt haben. Dieses ist im Gegensatz zu den bekannten 
Kandidaten (Abbildung 35c 1b) in silico teils schwer identifizierbar (Abbildung 35c, 1a). Alter-
nativ könnte Mia40 in einigen Organismen entbehrlich geworden sein (Abbildung 35c, 2). Aus-
gehend von Eukaryot B hingegen könnte die Akquisition von Mia40 und einer unbekannten 
Komponente Z eine ähnliche Lösung für das gleiche Problem repräsentieren (Abbildung 35c, 
3a, bzw. 3b). Das kleine-Tim-ähnliche Protein in L. tarentolae (Abbildung 5) könnte eine sol-
che Komponente sein. Alternativ könnten Eukaryoten ohne Mia40 auch Eukaryot B ähneln 
(Abbildung 35c, 4). So ist denkbar, dass LtErv mit seinem ungewöhnlichen Cysteinmuster und 
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der großen, zusätzlichen C-terminalen Domäne [83] keinen weiteren Reaktionspartner benö-
tigt [83, 240]. Ausgehend von Eukaryot C hätte Mia40 die Komponente Z in einigen (Abbildung 
35c, 5a) jedoch nicht allen (Abbildung 35c, 5b) Organismen ersetzen können [190]. Keine die-
ser Theorien kann zum jetzigen Zeitpunkt verifiziert oder falsifiziert werden. Auch für die Klä-
rung der evolutionären Entstehung des IMS-Imports ist es nötig, die am Importprozess betei-
ligten Proteine in Kinetoplastiden zu identifizieren (siehe Abschnitt 4.2.3.1). 
4.2.4 LtErv 
Die Abwesenheit von Mia40 in Kinetoplastiden weist auf deutliche Unterschiede in der Funk-
tion von LtErv und ScErv1 hin. Diese Annahme wird dadurch bestätigt, dass die Komplemen-
tation des essentiellen ScErv1 durch LtErv trotz vieler Parallelen nicht funktionell ist 
(Abbildung 20). So ist gerade die Erv-Domäne inklusive des gebundenen Cofaktors FAD in 
LtErv stark konserviert und überträgt äquivalent zu ScErv1 Elektronen vom artifiziellen Sub-
strat DTT auf Cytochrom c. Des Weiteren ist LtErv sowohl in Leishmanien als auch Hefe im 
IMS der Mitochondrien lokalisiert und somit sollte eine Komplementierung aufgrund der Loka-
lisation prinzipiell möglich sein. Jedoch ist LtErv wesentlich stärker membranassoziiert als 
ScErv1, was auf eine membranständige Position, wie auch von Mia40 bekannt ist hindeutet 
[241]. Abgesehen von diesen Gemeinsamkeiten unterscheiden sich besonders die Cysteinmo-
tive der beiden homologen Proteine deutlich. So ist zum einen das distale LtErv-Cysteinmotiv 
im Gegensatz zu ScErv1 nahe des C-Terminus gelegen und zum anderen sind die beiden 
Cysteine durch drei anstatt zwei Aminosäuren getrennt. Beide Unterschiede könnten die Inter-
aktion mit Mia40 verhindern. Dies wird durch weitere Ergebnisse unterstützt (persönliches 
Gespräch K. Hell), welche darauf hinweisen, dass Mia40 und LtErv in Hefe nicht interagieren. 
Der größte Unterschied der beiden Proteine liegt jedoch in der zusätzlichen Kinetoplastiden-
domäne bei LtErv. Sie besteht zum großen Teil aus vorhergesagten α-Helices und weist keine 
signifikanten Ähnlichkeiten zu bekannten Proteindomänen auf. Diese Domäne könnte einer-
seits für die Membranständigkeit von LtErv verantwortlich sein, andererseits könnte sie für 
eine Solofunktion von LtErv sorgen, welches nicht auf Mia40 als interagierendes Protein zwi-
schen importiertem Substrat und LtErv angewiesen ist. Dies könnte auch die mangelnde 
Interaktion von Mia40 und LtErv erklären. Es ist jedoch weiterhin zu klären, ob LtErv als Ein-
zelprotein eine homologe Funktion zum Mia-Erv-Disulfidtransfersystem hat. Dazu ist die Identi-
fizierung von Substratmolekülen notwendig, welche in Pulldownexperimenten mit LtErv aus 
Mitochondrien isoliert werden könnten. Die Identität dieser Proteine könnte sowohl über die 
Funktion von LtErv als auch mögliche Interaktionspartner Aufschluss geben, welche eine zu 
ScMia40 äquivalente Funktion ausüben könnten. Weitere Rückschlüsse über die Funktion von 
LtErv könnten durch Interaktionsexperimente mit bereits bekannten Substraten des Mia-Erv-
Disulfidtransfersystems gewonnen werden (siehe 4.2.3.1).  
4.2.4.1 Elektronentransfer in LtErv 
Während LtErv die Funktion von ScErv1 in Hefe wie im vorherigen Kapitel besprochen trotz 
struktureller Ähnlichkeiten nicht komplementieren kann, bestehen funktionelle Parallelen im 
Mechanismus der Proteine. So überträgt LtErv äquivalent zu ScErv1 Elektronen vom artifiziel-
len Substrat DTT über das aktive Zentrum auf Cytochrom c. Mit diesem Experiment wurde 
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eine direkte Interaktion von DTT mit dem interchange-Cystein unter Umgehung der Cysteine 
des distalen Cysteinmotivs nachgewiesen (Abbildung 18). Der katalytische Mechanismus von 
LtErv folgt wie ScErv1 Flavin-Biochemieprinzipien, wie sie von TrxR oder GR bekannt sind. 
Allerdings verläuft der Elektronenfluss bei diesen Proteinen in umgekehrte Richtung  
(Abbildung 36) [82, 242]. Die Reaktion kann in zwei Hälften unterteilt werden, die reduktive 
und oxidative Halbreaktion. In der reduktiven Halbreaktion von LtErv wird das distale Disulfid-
motiv von einem Substrat reduziert (Abbildung 36, Schritt 1). Bisher ist das mit dem Substrat 
interagierende Cystein in anderen Vertretern der Familie nicht sicher gekärt. Die ausschließli-
che Ausbildung des kovalent verknüpften Dimers D1 in Anwesenheit von C300 (Abbildung 16) 
deutet darauf hin, dass die Funktion dieses Cysteins in LtErv die Substratbindung ist. Die 
Interaktion mit Cysteinen des aktiven Zentrum ist für C300 unwahrscheinlich (siehe unten). Im 
nächsten Schritt der reduktiven Halbreaktion werden die Elektronen auf das Cysteinmotiv des 
aktiven Zentrums übertragen. Dabei bildet das distale Cysteinmotiv eine kovalente Bindung zu 
dem interchange-Cystein C63 des proximalen Motivs aus (Abbildung 36, Schritt 2). 
 
 
Abbildung 36: Reaktionsschema von LtErv. 
Modell der reduktiven (1-3) und oxidativen (4, 5) Halbreaktionen des Elektronentransfers durch LtErv. 
Starke strukturelle Änderungen sind durch dunkelblaue Pfeile gekennzeichnet. Ungeklärte Teile sind mit 
Fragezeichen gekennzeichnet. CTC: Charge-Transfer-Komplex, •FADSQ: FAD Semiquinon. Variiert 
nach Eckers [216]. 
 
In hsALR bildet das interchange-Cystein mit beiden Cysteinen des distalen Motivs Disulfid-
brücken aus [243]. Im Gegensatz dazu sind in LtErv überwiegend Bindungen zwischen dem 
C-terminalen C304 des distalen Motivs und C63 zu beobachten (Abbildung 16, D2). Auch die 
Äquivalenz des WT- und LtErvC304S-Spektrums deutet darauf hin, dass nur C304 und C63 
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interagieren (Abbildung 17). Diese Eigenschaft ähnelt ScErv1, für welches angenommen wird, 
dass ebenfalls nur das C-terminale C33 des distalen Motivs eine Disulfidbrücke mit dem inter-
change-Cystein C130 ausbildet [79, 83]. In dieser C63-C304 disulfidverbrückten Konformation 
bildet sich für LtErv ein starker CTC zwischen dem Thiolat C66 und FAD aus. Die Interaktion 
von C66 und FAD wird durch das Spektrum der Mutante C66S bestätigt (Abbildung 17). Durch 
die Mutation dieses Cysteins vergrößert sich die Absorption des 450 nm Peaks und zeigt eine 
leichte Blauverschiebung. Dies lässt auf eine Änderung der Elektronenumgebung des im Pro-
tein gebundenen FAD durch die fehlende Interaktion mit C66 schließen. Der CTC kann durch 
die Mutationen C300S bzw. C63S stabilisiert werden (Abbildung 17). Jedoch ist die Ausprä-
gung der CTC Signale bei >500 nm unterschiedlich stark. Eine Erklärung für das starke CTC-
Signal und die blaue Farbe von LtErvC300S ist die erschwerte Auflösung der Bindung von C304 
und C63 in Abwesenheit von C300. Dies führt zur Stabilisierung des CTC und zu einer Vertei-
lung der Elektronen über FAD, C66, C63 und C304 (Abbildung 37). Die blaue Farbe und das 
Spektrum der ScErv1-Mutante C30S deuten auf einen äquivalenten Reaktionsmechanismus 
hin, in welchem das distale und das proximale Motiv über die Cysteine C33S und C130S 
interagieren [79]. Ein ähnlich stark ausgeprägtes CTC Signal kann auch während der Reduk-
tion von TrxR beobachtet werden, dessen Elektonentransfersystem ebenfalls auf der Interak-
tion von zwei Cysteinmotiven und FAD aufbaut [217]. 
 
 
Abbildung 37: Mesomere Grenzstruktur von LtErv C300S. 
Die unterschiedliche Elektronenverteilung in LtErv wird anhand der mesomeren Grenzstruktur von a) 
LtErv C300S im Vergleich zu b) LtErv C63S dargestellt.  
 
Im Fall von LtErvC63S ist die Elektronenverteilung auf FAD und C66 begrenzt, weshalb das 
CTC-Signal geringer ausgeprägt ist. Die Mutante weist eine rot-orange Farbe auf (Abbildung 
17, Abbildung 37b), die auch in hsALR bei der Doppelmutation des interchange-Cysteins und 
eines Cysteins des distalen Motivs festgestellt wurde [243]. Die Ausprägung des CTC ähnelt 
dem Absorptionsspektrum von GR, bei welcher nur ein Cysteinmotiv und FAD am Elektronen-
transfer beteiligt sind [82]. Im letzten Schritt der reduktiven Halbreaktion des LtErv WT-
Enzyms wird die Disulfidbrücke des distalen Cysteinmotivs regeneriert (Abbildung 36, Schritt 
3) [216]. 
In der oxidativen Halbreaktion werden die beiden Elektronen in zwei separaten Schritten ein-
zeln über den gebundenen Cofaktor FAD auf zwei Moleküle Cytochrom c übertragen, wodurch 
das Protein erneut in der oxidierten Ausgangsposition vorliegt (Abbildung 36, Schritt 4+5) 
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[216]. Wie dieser Prozess genau abläuft, bleibt z. B. mittels Stopped-Flow-Spektrophotometrie 
zu klären. 
4.3 Die Autofluoreszenz in Leishmanienmitochondrien ist durch 
Flavoproteine verursacht 
Die Autofluoreszenz von Mitochondrien verschiedener Säugerzellen ist weithin bekannt [244-
246]. Die Signale werden auf Moleküle mit stark delokalisierten π-Elektronensystemen wie 
NAD(P)H, Cytochrome und FAD bzw. Flavoproteine zurückgeführt [244, 247-251]. Diese Mo-
leküle sind aufgrund der Atmungskette und vielfältiger katabolischer Flavoproteine vermehrt in 
den Mitochondrien lokalisiert. Diese lokale Verteilung deckt sich mit Abbildung 9d. Die Emis-
sionsspektren von Mitochondrien, dem Zytosol sowie den kompletten Zellen ähneln sich sehr, 
jedoch ist die Emissionsintensität der Mitochondrien im Vergleich zum Zytosol bei 538 nm 
doppelt so hoch. Des Weiteren ist das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten bei 538 und 
608 nm in Mitochondrien 1,5 mal so hoch wie im Zytosol. Somit scheint die Fluoreszenz beider 
Bereiche durch den gleichen Fluorophor gebildet zu werden, welcher vermehrt in den Mito-
chondrien lokalisiert ist [212]. Da die Spektren mehrere kleine Maxima aufweisen, kann davon 
ausgegangen werden, dass diese durch eine Kombination verschiedener Fluorophore gebildet 
werden. Die artifizielle Entstehung der Autofluoreszenz durch die Ansammlung von Chemika-
lien, welche zur Fixierung der Zellen verwendet wurden, kann ausgeschlossen werden, da die 
Fluoreszenz bei unterschiedlichen Fixierungsmethoden erkennbar war (Abbildung 9a). 
Es wird angenommen, dass NAD(P)H und Flavoproteine die wichtigsten Fluorophore im sicht-
baren Spektrum sind. Diese können anhand unterschiedlicher Emissionsmaxima deutlich von-
einander unterschieden werden. NAD(P)H hat ein Emissionsmaximum bei 450 nm, während 
die maximale Emission von Flavoproteinen wie Dihydrolipoamiddehydrogenase zwischen 500 
und 550 nm liegt [245, 250-254]. Das Emissionsmaximum der Flavoproteine deckt sich gut mit 
dem hier bestimmten Maximum von 538 nm (Abbildung 9d). Daher ist es wahrscheinlich, dass 
die Autofluoreszenz der Leishmanienmitochondrien hauptsächlich durch Flavoproteine verur-
sacht wird [212]. Es wird angenommen, dass die Proteine Dihydrolipoamiddehydrogenase der 
Ketosäurendehydrogenase und das (für die β-Oxidation benötigte) Elektronentransferflavopro-
tein die Ursache für 75 % der Flavinfluoreszenz in isolierten Rattenlebermitochondrien sind 
[251, 253]. Obwohl Kinetoplastiden keine funktionellen Ketosäuredehydrogenase-Komplexe 
zu benötigen scheinen [255], ist die Dihydrolipoamiddehydrogenase ein guter Kandidat für die 
mitochondriale Autofluoreszenz in Leishmanien. Der zweite Peak bei ca. 608 nm könnte durch 
Porphyrine, wie z. B. in Cytochromen, verursacht sein, deren Emissionsmaximum im länger-
welligen Bereich liegt [212]. 
In vielen der bisherigen Studien zur Immunfluoreszenz in Kinetoplastiden wurde die Autofluo-
reszenz der Mitochondrien nicht erwähnt [213, 256-258], was unter Umständen durch den 
starken Bleicheffekt der meist verwendeten HBO- (Quecksilber) Lampen bedingt sein könnte 
(persönliches Gespräch Sven Poppelreuther). Bei Verwendung dieser Lampen im Vergleich 
zu XBO- (Xenon) Lampen verschwand das mitochondriale Signal innerhalb von Sekunden. 
Auch die Verwendung eines Lasers resultierte in starken Bleicheffekten. Dieser Effekt ist deut-
lich beim Vergleich von Abbildung 9a und c zu erkennen. Bei Verwendung von Xenonlampen 
war die mitochondriale Autofluoreszenz klar erkennbar und könnte in zukünftigen immunfluo-
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reszenzmikroskopischen Lokalisationsexperimenten als Marker verwendet werden, welcher 
den Einsatz zusätzlicher mitochondrialer Marker wie GFP-markierte Proteine oder fluoreszie-
rende Chemikalien wie Mitotracker überflüssig macht. Dies würde sowohl Kosten sparen als 
auch zusätzliche Arbeitsschritte vermeiden. Die starke Autofluoreszenz der Mitochondrien 
zeigt jedoch ebenfalls die Notwendigkeit von unbehandelten Zellen als Negativkontrollen für 
immunfluoreszenzmikroskopische Studien. 
4.4 Struktur der Hefe Glutaredoxine 6-8 
Grx sind eine sehr heterogene Gruppe von Proteinen, die anhand der Sequenz des aktiven 
Zentrums in verschiedene Gruppen eingeteilt werden können. Die drei neu entdeckten Grx6-8 
weisen trotz zum Teil großer Sequenzidentität (Grx-Domäne von ScGrx6 zu ScGrx7 52 % 
[259]) große Unterschiede in ihrer Struktur auf, die in den folgenden Abschnitten diskutiert 
werden. 
4.4.1 ScGrx6 bildet FeS-Cluster assoziierte Tetramere 
Im Gegensatz zu ScGrx7 und ScGrx8 deuten mehrere Eigenschaften von ScGrx6 auf die As-
soziation des Proteins mit einem FeS-Cluster hin [157, 158]. So ähnelt das UV-Vis-Spektrum 
von ScGrx6 (Abbildung 25) stark den Spektren von [2Fe-2S]-assoziierten Dithiol-Grx aus 
Mensch [260] und Pappel [261]. Des Weiteren ist für ScGrx6 die Bindung von Eisen sowie des 
Chromophors von C136 abhängig und tritt nur im Tetramer des Proteins auf. Im Zusammen-
hang mit den Erkenntnissen über die bereits erwähnten Dithiol-Grx deuten diese Punkte auf 
die Bindung von Eisen in Form eines FeS-Clusters hin, welcher die ScGrx6 Untereinheiten 
verbindet. Der Verlust des Chromophors bei Zerfall des labilen Tetramers zu stabilem Dimer 
zeigt, dass der FeS-Cluster zwei Dimereinheiten verbindet. Damit ist ScGrx6 das erste be-
kannte FeS-Cluster bindende Monothiol-Grx, dessen Untereinheiten über die Cysteine der 
aktiven Zentren mit dem FeS-Cluster verbunden sind. Die Bindung eines FeS-Clusters wurde 
in späteren Untersuchungen von Izquierdo bestätigt und die Bindung von Eisenionen in vivo 
nachgewiesen [262].  
Das ScGrx6 Tetramer wurde durch GSH, jedoch nicht durch GSSG stabilisiert. Daher ist Oxi-
dation eine wahrscheinliche Ursache des Zerfalls. Jedoch sind nicht nur die reduzierenden 
Eigenschaften des GSH an der Stabilisierung des Tetramers beteiligt, da der stabilisierende 
Effekt anderer Reduktionsmittel, wie Ascorbinsäure und DTT, wesentlich geringer war 
(Abbildung 27). Daher scheint GSH in vitro mit dem FeS-Cluster zu interagieren und ähnlich 
wie in Pappel GrxC1 und humanem Grx2 als schützender Ligand desselben zu wirken [154, 
261, 263].  
Die strukturellen Eigenschaften, die zur Bindung von FeS-Clustern in einigen, jedoch nicht 
allen Grx führen, sind bislang ungeklärt. Gemeinsame Eigenschaften der drei FeS-Cluster 
bindenden Proteine sind jedoch die Abwesenheit einer G(S/T)x3 Insertion nach dem konser-
vierten Lysin in Anschluss an β-Faltblatt 1 sowie das Fehlen eines Prolinrestes im Bereich des 
N-terminalen Cysteins des aktiven Zentrums. Da die G(S/T)x3 Insertion auch in einigen Dithiol-
Grx [158] die keinen FeS-Cluster binden fehlt, ist diese strukturelle Eigenschaft als Ursache 
der FeS-Cluster Bindung unwahrscheinlich. Im Gegensatz dazu ist der Prolinrest in allen Grx 
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die keinen FeS-Cluster binden, vorhanden. Dessen Abwesenheit ist somit eine mögliche Vor-
aussetzung für die FeS-Cluster Bindung.  
Die exakte Funktion der Assoziation von Grx mit einem FeS-Cluster ist unbekannt. Eine Mög-
lichkeit ist die Funktion als Redoxsensor unter oxidativem Stress [154, 260, 261, 263] oder 
gegebenenfalls als Eisensensor im sekretorischen Pathway, jedoch muss dies in weiteren 
Untersuchungen geklärt werden. 
4.4.2 ScGrx6 und ScGrx7 bilden nichtkovalent verknüpfte Dimere 
Gewöhnlich sind Grx Monomere, jedoch wurde für zwei Dithiol-Grx (Pappel GrxC4 und 
EcGrx1) gezeigt, dass diese nichtkovalent verknüpfte Dimere ausbilden können [264, 265]. 
Sowohl ScGrx6 als auch ScGrx7 eluieren im Gegensatz zu monomerem ScGrx8 in der Gelfil-
trationschromatographie als Dimere, bzw. im Fall von ScGrx6 zusätzlich als Tetramer 
(Abbildung 26a). ScGrx6 und ScGrx7 sind damit die ersten Monothiol-Grx, die in vitro unab-
hängig von GSH oder GSSG nichtkovalent verknüpfte Dimere bilden (Abbildung 26a, b). Die 
strukturellen Ursachen für diese Dimerisierung sind noch unklar, jedoch gehen Luo und Kolle-
gen davon aus, dass die N-terminale Domäne von ScGrx6 an der Dimerisierung beteiligt ist 
[259]. Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit könnte auch in ScGrx7 die N-terminale Domä-
ne an der Dimerisierung beteiligt sein. Jedoch muss diese Theorie in Mutagenesestudien 
überprüft werden [158, 259]. 
4.4.3 ScGrx6 dimerisiert über eine intermolekulare Disulfidbrücke 
In der SDS-PAGE von ScGrx7 wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen kleine Mengen 
von Dimer nachgewiesen. Diese waren jedoch nur in Abwesenheit von IAC nachweisbar, das 
freie Thiole kovalent modifiziert. Daher ist die artifizielle Bildung des kovalent verknüpften Di-
mers während der Präparation der Probe wahrscheinlich (Abbildung 26b3). Im Fall von 
ScGrx6 ist ein kleiner Teil der Dimere hingegen auch in Anwesenheit von IAC über intermole-
kulare Disulfidbrücken verknüpft. Die Verknüpfung der beiden ScGrx6 Monomere über einen 
FeS-Cluster kann ausgeschlossen werden, da auch das nicht chromophore Dimer teilweise 
kovalent verknüpft ist. Daher ist eine intermolekulare Disulfidbrücke zwischen den beiden Un-
tereinheiten wahrscheinlich, welche unter reduzierenden Bedingungen getrennt wird. Es ist 
jedoch unklar, warum unter nicht reduzierenden Bedingungen mehr als zwei Banden auftraten 
(Abbildung 26a3). Neben PfGlp1 ist ScGrx6 das zweite Monothiol-Grx welches in vitro kova-
lent verknüpfte Dimere bildet [82]. Diese Eigenschaft könnte auf eine funktionelle Ähnlichkeit 
der beiden Proteine hindeuten, welche sie von anderen Monothiol-Grx unterscheidet. Da 
ScGrx6 teilweise kovalent verknüpfte Dimere ausbildet und das Tetramer ein Eisen zu Protein 
Verhältnis von 0.74 aufweist, kann davon ausgegangen werden, dass im Tetramer pro ScGrx6 
Molekül ein Eisenatom gebunden ist. Ein Modell für die unterschiedlichen Oligomerisierungs-
muster von ScGrx6 ist in Abbildung 38 gezeigt. 
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Abbildung 38: ScGrx6 Quartärstrukturmodelle 
Je zwei Untereinheiten von ScGrx6 sind sowohl im Tetramer (a), oxidiertem (b), als auch reduziertem 
(c) Dimer nichtkovalent über die gleiche Bindungsstelle miteinander verknüpft. Im Tetramer werden 
zwei dieser Dimere des Weiteren über FeS-Brücken und im oxidierten Zustand über Disulfidbrücken 
verbunden. Der Verlust des wahrscheinlich mit Glutathion (GS) komplexierten FeS-Clusters führt zur 
Dissoziation des Tetramers [158]. 
 
Die nichtkovalent verknüpften Dimere können einerseits durch Oxidation kovalent verknüpfte 
Dimere bilden, oder aber über FeS-Cluster mit einem weiteren Dimer ein Tetramer ausbilden. 
In diesem Fall sind zwei Dimere über zwei FeS-Brücken verbunden.  
GSH verändert das Verhältnis zwischen Dimer und Tetramer nicht. Allerdings übt es unab-
hängig von seinen reduzierenden Eigenschaften einen stabilisierenden Effekt auf das Tetra-
mer aus (3.6.1.1). Daher ist es denkbar, dass eine Bindungsstelle des FeS-Clusters nicht von 
Protein sondern GSH komplexiert wird.  
4.5 Katalyse der drei neuen Glutaredoxine 
Der katalytische Mechanismus der neu identifizierten Grx6-8 wurde einerseits im Standard 
HEDS-Assay (2.6.17) und andererseits in einem analogen, gekoppelten Assay mit L-Cystein-




      HEDS + GSH     ?         2-ME + GSSEtOH  (Gl. 1)   nichtenzymatisch 
GSSEtOH + GSH   ?        2-ME + GSSG   (Gl. 2)   Grx katalysiert 
GSSEtOH + Grx(SH)  ?          2-ME + Grx-SSG   (Gl. 2a) ping 




   GSSCys + GSH   ?               Cys + GSSG    (Gl. 3)   Grx katalysiert 
   GSSCys + Grx(SH)  ?               Cys + Grx-SSG   (Gl. 3a) ping 
  Grx-SSG + GSH    ?        Grx(SH) + GSSG   (Gl. 3b) pong 
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Dabei ist der signifikante Unterschied zwischen den beiden Assays nach dem traditionellen 
Katalysemodell (Abbildung 4) der, dass im Standard HEDS-Assay eine nichtenzymatische 
Reaktion zwischen GSH und HEDS abläuft (Gl. 1), die zur Bildung des gemischten Disulfids 
GSSEtOH führt. Im GSSCys-Assay hingegen liegt das Substrat bereits in der glutathionylier-
ten Form vor und wird daher direkt umgesetzt (Gl. 3). In beiden Reaktionen ist GSH das Re-
duktionsmittel, während GSSEtOH und GSSCys als Oxidationsmittel wirken. Desweiteren 
wurde die Aktivität der Grx sowohl im Insulin-Assay (2.6.19) als auch im Thioredoxinredukta-
se-Assay (2.6.18) getestet. Die Ergebnisse der verschiedenen Experimente werden in den 
folgenden Abschnitten diskutiert. 
4.5.1 ScGrx6 und ScGrx7 
Es wurden bereits ausführliche Analysen des Katalysemechanismus von Dithiol-Grx aus hu-
manem Blut sowie Rattenleber durchgeführt [142, 172]. Dabei ergaben die Messungen im 
HEDS-Assay sequenzielle Reaktionsschemata [142, 172], während die kinetischen Daten des 
GSSCys-Assays einem typischen Ping-Pong-Mechanismus entsprachen [172]. Auch für das 
Monothiol ScGrx7 wurden diese unterschiedlichen Mechanismen festgestellt (Abbildung 29, 
Abbildung 30).  
Wie in Kapitel 1.5 beschrieben katalysieren Grx die Deglutathionylierung von gemischten Di-
sulfiden durch die Übertragung der Thiolgruppe eines GSH auf das gemischte Disulfid 
(Abbildung 4, Gl. 2). Dieser Vorgang besteht aus zwei Reaktionsschritten (Abbildung 4, Schritt 
2, 3, Gl. 2a, 2b), in welchen das Enzym zwischenzeitlich glutathionyliert wird. Dies erklärt den 
im GSSCys-Assay experimentell bestimmten Ping-Pong-Mechanismus (Abbildung 30) [152, 
158, 172]. Die Reaktion zwischen GSH und einem gemischten Disulfid an dem kein GSH be-
teiligt ist, ist jedoch nicht durch Grx katalysiert (Gl. 1), sondern spontan [172]. Daher kann das 
sequenzielle Reaktionsschema im HEDS-Assay aus der geschwindigkeitsbestimmenden Bil-
dung des gemischten Disulfids GSSEtOH resultieren [142, 158]. Diese Annahme erklärt so-
wohl die Verzögerungsphase der ScGrx7 katalysierten HEDS-Assays, welche durch Zugabe 
von HEDS gestartet wurde (Abbildung 28 c), als auch den erhöhten kcatapp nach der Vorinkuba-
tion von HEDS mit GSH (Tabelle 11). Bei der erwarteten enzymatischen Reaktion zwischen 
GSSEtOH und GSH in zwei Schritten würden die Messungen im Lineweaver-Burk-Plot paral-
lele Linien ergeben. Dies war nicht der Fall wenn der HEDS-Assay nach der Vorinkubation von 
HEDS mit GSH durch Zugabe von ScGrx7 gestartet wurde (Abbildung 29 c, d). Eine mögliche 
Ursache für diese Diskrepanz ist, dass die nichtenzymatische Bildung des GSSEtOH Disulfids 
nach zwei Minuten noch nicht abgeschlossen war und die Produktion des Substrats wiederum 
geschwindigkeitsbestimmend wurde. Allerdings änderte sich die Reaktionsgeschwindigkeit 
auch nach zehnminütiger Inkubation nicht. Auch die Limitierung anderer Teile des Reaktions-
systems wurde ausgeschlossen, was gegen eine limitierende Substratkonzentration als Ursa-
che für die sequentielle Kinetik spricht. Ein alternativer (sequenzieller) Mechanismus der Um-
setzung von GSSEtOH ist somit nicht auszuschließen [158].  
Wurde die Aktivität von ScGrx7 im GSSCys-Assay bestimmt, ergaben sich im Lineweaver-
Burk-Plot parallele Linien, was wie bereits erwähnt für einen Ping-Pong-Mechanismus charak-
teristisch ist. Die Existenz des glutathionylierten Enzyms in einem Zwischenschritt der Reakti-
on (Abbildung 4 Schritt 2, 3) wird weiterhin durch die Glutathionylierbarkeit des Proteins in 
                                                                                                                                               Diskussion 
 87
vitro, die Glutathionylierung eines Teils von ScGrx7 in E. coli sowie die volle Aktivität des glu-
tathionylierten Enzyms im HEDS-Assay bestätigt. Dies zeigt, dass die Reaktion von ScGrx7 
nach dem traditionellen Mechanismus abläuft, wobei es sich hier um ein Monothiol-Grx han-
delt [157]. 
Die Analyse von ScGrx6 im HEDS-Assay war aufgrund einer inhomogenen Proteinpopulation 
schwierig. Es zeigte sich jedoch, dass das FeS-Cluster gebundene Tetramer inaktiv ist. Die-
ses Ergebnis deckt sich mit dem von FeS-Cluster gebundenen humanen holo-Grx2, das im 
HEDS-Assay ebenfalls inaktiv ist [260]. Dieser Schluss erklärt die erhöhte Aktivität von geal-
tertem ScGrx6 im Vergleich zu frisch aufgereinigtem Protein, da ersteres den FeS-Cluster zum 
größten Teil verloren hat. Auch die erhöhte spezifische Aktivität des Dimers im Vergleich zu 
den Tetramer-Gelfiltrationsfraktionen wird dadurch erklärt. Die geringe Aktivität der Tetramer-
fraktionen kann durch einen geringen Zerfall des Tetramers während der Reinigung erklärt 
werden. Der ermittelte kcatapp-Wert von Apo-ScGrx6 ist dem von Apo-HsGrx2 sehr ähnlich, 
wohingegen ScGrx7 40-80-mal aktiver ist. In einer späteren Studie wurde die Aktivität von 
ScGrx6 im HEDS-Assay erneut untersucht. Bei konstanten HEDS Konzentrationen von 3 mM 
wurde die GSH-Konzentration bei 30°C variiert. Die ermittelten Parameter waren ein kcatapp von 
37 s-1 und ein Km von 3,0 mM [259].  
Die strukturellen Voraussetzungen für die enzymatische Aktivität von Monothiol-Grx im HEDS-
Assay sind bisher nicht geklärt. Alle inaktiven Monothiol-Grx wie Grx4 aus E. coli [157, 165, 
166, 168], Glps aus P. falciparum [165, 266] und Grx3-5 aus Hefe [156, 168] weisen jedoch 
zum einen ein WP-Motif und zum anderen eine Insertion zwischen einem hochkonservierten 
Lysin und dem Cystein im aktiven Zentrum auf. Molekulare Studien zur Glutathionylierung von 
Monothiol-Grx an P. falciparum Grx [165] und ScGrx5 [168] sowie die Struktur von EcGrx4 
[221] bestätigen die Annahme, dass das WP-Motiv die Glutathionbindung nicht verhindert. 
Daher ist die Insertion eine mögliche Ursache für die Inaktivität dieser Monothiol-Grx. Die De-
letion dieser Insertion in inaktiven Grx, bzw. die Insertion dieser Aminosäuren in aktive Grx 
könnte die Theorie in weiteren Studien bestätigen. 
4.5.2 ScGrx8 
Bei Betrachtung der geringen katalytischen Aktivität von ScGrx8 stellt sich die Frage, ob 
ScGrx8 glutathionabhängig ist und somit überhaupt als Grx klassifiziert werden kann. Auch 
das Fehlen eines signifikanten Wachstumsdefekts, von Knock-out-Mutanten unter oxidativem 
Stress, stellt die Rolle von ScGrx8 als signifikantes physiologisches Reduktionsmittel in Frage. 
Es sprechen jedoch mehrere Punkte für eine GSH-abhängige Aktivität von ScGrx8. Zum einen 
zeigen Modelle die Anwesenheit einiger GSH Bindungsstellen im Molekül an, wobei die Struk-
tur des aktiven Zentrums sich deutlich von anderen Grx unterscheidet und mehr Ähnlichkeit zu 
Trx aufweist (Abbildung 23). Zum anderen ist ScGrx8 im HEDS-Assay aktiv und die Kmapp-
Werte sind mit anderen Grx vergleichbar (Abbildung 31). Des Weiteren ist die Reduktion von 
oxidiertem ScGrx8 durch GSH keine einfache Reaktion zweiter Ordnung, sondern zeigt eine 
Halbsättigung im physiologischen millimolaren Bereich (Abbildung 33e, Abbildung 34g). Daher 
wird die Bezeichnung von ScGrx8 als Glutaredoxin als gerechtfertigt betrachtet [157]. 
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4.6 Limitationen des traditionellen Glutaredoxin-Katalysemodells 
Bei Betrachtung der Vielzahl an Grx stellt sich die Frage, warum die meisten Monothiol-Grx 
inaktiv sind und warum ScGrx8 im Gegensatz zu den bisher untersuchten Dithiol-Grx eine 
geringe Dithiol abhängige Aktivität aufweist. Mögliche Erklärungen sind eine sehr langsame, 
oder aus thermodynamischen Gründen nicht stattfindende reduktive- bzw. oxidative Halbreak-
tion. Im Hinblick auf das zweite Cystein des aktiven Zentrums wurde die Bildung eines inter-
nen Disulfids im traditionellen Modell der Grx-Katalyse bisher als irrelevant für die Reduktion 
glutathionylierter Substrate angesehen, wobei die reversible Bildung eines Disulfids in einer 
Seitenreaktion der Katalyse durchaus für möglich erachtet wurde (Abbildung 4 Schritt 7) [152, 
155, 157, 172-174]. Studien an humanem Grx zeigten, dass diese Seitenreaktion sogar in 
hohem Maße stattfinden und zur Verringerung der enzymatischen Aktivität führen kann [155]. 
Weder mutierte Dithiol-Grx [152, 155, 174, 267] noch Monothiol-Grx [158] benötigten für die 
GSH-abhängige Reduktion von HEDS ein zweites Cystein im aktiven Zentrum. Daher war die 
Inaktivität von sowohl ScGrx8C25S als auch ScGrx8C28S überraschend und weist darauf hin, 
dass die geringe Aktivität des WT-Enzyms im Gegensatz zu den bisher untersuchten Dithiol-
Grx ausschließlich auf einem Dithiol-Mechanismus beruht [157]. Es gibt mehrere Erklärungen 
für die Diskrepanz zwischen dem traditionellen Modell und den Resultaten für ScGrx8. Zum 
einen könnte das Modell zu einfach sein, zum anderen wäre es möglich, dass ScGrx8 direkt 
mit HEDS reagiert (Abbildung 4 Schritt 5,6). Letzteres würde auch die Inaktivität der meisten 
Monothiol-Grx erklären, da die Reduktion des schnell gebildeten gemischten Disulfids Grx-
SSEtOH langsam sein könnte und damit das Protein inaktivieren würde. Für Dithiol-Grx ist die 
Reaktivierung durch das zweite Cystein des aktiven Zentrums und die damit verbundene Frei-
setzung von 2-ME möglich. Diese Erklärung ist jedoch aufgrund mehrerer Punkte unwahr-
scheinlich. Zum einen zeigt das Monothiol-Grx PfGlp1-N [165, 266] ebenfalls keine signifikante 
Aktivität im GSH-GSSCysThioltransferase-Assay, obwohl das potentielle inaktivierende Nicht-
Glutathion-Disulfid in diesem Assay fehlt. Zum anderen ist auch die Aktivität von ScGrx8 in 
diesem Assay sehr gering (Abbildung 31c) [157]. Des Weiteren sind die Kmapp-Werte von 
ScGrx8 denen anderer Grx sehr ähnlich [142, 158, 164, 225] und können als vergleichbare 
Substrataffinität für GSSEtOH angesehen werden. Ein weiterer Punkt ist die bei menschlichem 
Grx [142], ScGrx7 [158] und ScGrx8 (Abbildung 31c) auftretende Verzögerungsphase, sofern 
der Assay mit HEDS gestartet wird. Diese resultiert aus der Bildung des gemischten Disulfids 
GSSEtOH in einer nichtenzymatischen Reaktion, welche bei einer direkten Reaktion von 
HEDS mit dem Enzym keinen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit hätte. Daher ist es 
wahrscheinlich, dass der bisherige Reaktionsmechanismus zu einfach ist [157]. 
4.6.1 Reaktionsgeschwindigkeitsbegrenzung der oxidativen Halbreaktion  
Eine mögliche Ursache für die geringe Reaktionsgeschwindigkeit bzw. die Inaktivität vieler Grx 
im HEDS-Assay ist, dass die oxidative Halbreaktion (Abbildung 4, Schritt 2) geschwindigkeits-
bestimmend ist. Mögliche Ursachen sind erhöhte Werte in Bezug auf die Aktivierungsenergie, 
das Redoxpotential und den Thiol-pKS sowie sterische Hinderung. Dies würde in der Verringe-
rung der Grx-SSG Konzentration und von kcatapp=V/[E0] resultieren. Von den vier genannten 
Ursachen ist die unwahrscheinlichste, dass bei einem pH von acht nicht genug Thiolat für ei-
nen nucleophilen Angriff gebildet wird. Zum einen hat das N-terminale Cystein von Trp14, wel-
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ches das gleiche Cystein-Motiv wie ScGrx8 aufweist, einen pKSapp-Wert von 6.1 [224], zum 
anderen wurde für zwei weitere inaktive Monothiol Grx ein Cystein pKSapp von etwa 5 bestimmt 
[165, 168]. Daher liegen die Cysteine des aktiven Zentrums sowohl in vivo als auch im Assay 
deprotoniert vor [157]. 
Ein hohes Redoxpotential des Grxred/Grx-SSG Systems aller inaktiven Grx ist ebenfalls un-
wahrscheinlich, da für einige Grx gezeigt wurde, dass diese effektiv durch GSSG glutathiony-
liert werden können [157, 165, 166, 168]. Falls die oxidative Halbreaktion geschwindigkeitsbe-
grenzend ist, sind zum einen sterische Hinderung und zum anderen eine hohe Aktivierungs-
energie die wahrscheinlichsten Gründe für die geringe Aktivität von ScGrx8, bzw. die Inaktivi-
tät vieler Monothiol-Grx [157]. 
4.6.2 Reaktionsgeschwindigkeitsbegrenzung der reduktiven Halbreaktion  
Eine weitere mögliche Ursache für die geringe Aktivität von ScGrx8 sowie die Inaktivität vieler 
Monothiol-Grx ist, dass die reduktive, nicht die oxidative Halbreaktion geschwindigkeitsbe-
grenzend ist (Abbildung 4, Schritt 3, Gl. 2b, 3b). Die reduktive Halbreaktion startet mit dem 
nucleophilen Angriff einer Glutathionylthiolatspezies. Für humane Dithiol-Grx wurde ange-
nommen, dass dieser Schritt zum größten Teil aufgrund des hohen pKA-Werts von GSH ge-
schwindigkeitsbestimmend ist [157, 173]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass GSH ein schlech-
tes Reduktionsmittel für einige Monothiol-Grx ist [157, 166, 168, 169].  
Die für ScGrx8 bestimmten Werte von kcatapp im HEDS Assay (0,018 s-1), kapp der Reduktion 
von ScGrx8-Disulfid (0,045 s-1) und kapp der Reduktion von ScGrx8C28S-SSG (0,029 s-1) 
(Abbildung 34e) sind sehr ähnlich und unterstützen diese Annahme. Da kcatapp kleiner ist als 
beide kapp-Werte könnte die reduktive Halbreaktion während der Umsetzung inhibiert worden 
sein, oder ein anderer Prozess könnte etwas langsamer gewesen sein. Da die Reduktion von 
ScGrx8(S2) (Abbildung 4 Schritt 7,8) schneller ist als die Reduktion von ScGrx8C28S-SSG, 
scheint Schritt 7 schneller abzulaufen als Schritt 8 und die Mutation des aktiven Zentrums hat 
einen geringen negativen Effekt auf die Reaktionsgeschwindigkeit.  
Insgesamt erscheint wahrscheinlicher, dass die reduktive Halbreaktion für die Reaktion von 
ScGrx8 im HEDS-Assay geschwindigkeitsbestimmend ist, jedoch können Aktivierungsener-
gien und sterische Hinderung für bestimmte Grx als wichtige Einflussfaktoren nicht ausge-
schlossen werden [157].  
4.6.3 Konformationsänderung als Kontrollfaktor der Katalyse in Grx und 
Trx 
Überraschenderweise ist die kinetische Konstante für die Regeneration von ScGrx7 
(k=0,15 s-1) fast drei Zehnerpotenzen kleiner als der kcat-Wert (kcatapp=76 s-1 und kcat=133 s-1 im 
HEDS- bzw. GSSCys-Thioltransferase-Assay) [157, 220]. Da bestätigt wurde, dass ScGrx7-
SSG die gleiche Aktivität wie unmodifiziertes Protein im HEDS-Assay aufweist (wobei der As-
say ohne vorherige Inkubation des Enzyms mit GSH durch Zugabe von ScGrx7-SSG gestartet 
wird), ist der einzige Unterschied zwischen den Experimenten die An- oder Abwesenheit von 
HEDS/GSSEtOH und die Enzymkonzentration. Es stellt sich die Frage, wie die Geschwindig-
keit der Gesamtreaktion schneller sein kann, als die der reduktiven Halbreaktion. Mögliche 
Erklärungen sind unterschiedliche Proteinkonformationen, welche zu Abweichungen der en-
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zymatischen Aktivität führen [157]. Im Fall von ScGrx8 weisen ebenfalls einige Faktoren auf 
Konformationsänderungen hin [157]. Unter aeroben Bedingungen werden Dithiol-Grx häufig in 
Form von Disulfiden aufgereinigt. Die Autooxidation von ScGrx8(SH)2 (Abbildung 32b) hinge-
gen ist sehr langsam, obwohl es eine gute GSSG-Reduktionskapazität aufweist, und ist nicht 
von der Proteinkonzentration abhängig. Dies weist darauf hin, dass die Thiolgruppen ge-
schützt sind. Die nicht-lineare und nicht-hyperbolische GSH-Konzentrationsabhängigkeiten 
von kcatapp und kapp (Abbildung 31f, Abbildung 33g, h, Abbildung 34k) weisen ebenfalls auf eine 
GSH bedingte Konformationsänderung hin [157]. Die meisten ScGrx8 Moleküle könnten ohne 
das physiologische Substrat in einer inaktiven, geschützten Konformation vorliegen, was den 
kleinen kcatapp-Wert erklären würde. Die Aktivierung des Proteins könnte nur nach der Bindung 
des physiologischen Substrats stattfinden. Ein „induced fit“ während der oxidativen oder re-
duktiven Halbreaktion ist ebenfalls eine Erklärung dafür, dass Trp14 in vielen Redox-Assays 
nahezu inaktiv ist, obwohl es ein niedriges Redoxpotential von -257 mV hat [224]. Auch für 
EcGrx3 wurden nach der Glutathionylierung Konformationsänderungen festgestellt [268] und 
dieser Mechanismus wurde auch für EcGrx4 vorgeschlagen [221]. In einer Studie über E. coli 
Trx wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Bildung einer korrekten SN2-Geometrie während 
der Substratreduktion geschwindigkeitsbestimmend sein kann [269]. Insofern können auch 
kleine Konformationsänderungen in der Oxidoreduktase und/oder dem Substrat ähnlich starke 
Auswirkungen wie das Redoxpotential oder der pKS haben [157]. 
4.6.4 Verfeinertes Modell des Glutaredoxin Katalysemechanismus 
Zahlreiche enzymatische und strukturelle Studien an Grx haben das Verständis dieser Protei-
ne in den letzten 30 Jahren deutlich verbessert. Trotzdem gibt es bisher kein genaueres, von 
dem Schema in Abbildung 4 abweichendes, Reaktionsmodell dieser Enzyme. Im Folgenden 
werden drei neue Modelle vorgestellt: das „Glutathiongerüst-Modell“, das „Glutathionaktivie-
rungs-Modell“ und das „Cysteinauflösungs-Modell“. Die Modelle basieren auf bekannter Thiol-
Chemie und unterscheiden zwischen dem Proteinbereich, welcher mit dem Glutathionanteil 
des Disulfids interagiert, und dem Bereich, der mit dem freiem Reduktionsmittel GSH intera-
giert (Abbildung 39b) [157]. 
In Abbildung 39a dient das Protein als Gerüst für das Disulfidsubstrat, was zu einer optimalen 
Reaktionsgeometrie führt. Entsprechend ist die oxidative Halbreaktion optimiert (Schritt 1-4) 
während die reduktive Halbreaktion (Schritt 5-8) weniger deutlich definiert ist. Bei diesem Mo-
dell wird das zweite Cystein nicht für die Katalyse benötigt. Das Glutathiongerüst-Modell er-
klärt warum alle, auch die inaktiven Monthiol-Grx, leicht glutathionylierbar sind und deckt sich 
des Weiteren mit der Beobachtung, dass das reduzierende Substrat kein Glutathion sein muss 
(in den Schritten 5-8 kann GS- durch RS- ersetzt werden), und dass die Deprotonierung des 
schwachen Nucleophils GSH geschwindigkeitsbestimmend werden kann [166, 169, 171, 173]. 
Die Strukturen einiger glutathionylierter Grx könnte daher Spezies V ähneln. Das Modell trifft 
auch dann zu, wenn die reduktive Halbreaktion in vivo unerwünscht ist, z. B. wenn die Grx den 
Glutathionylierungsgrad bestimmter Proteine erkennen [141, 157] oder als Gerüst für gluta-
thionabhängige Synthesen dienen (z. B. FeS-Cluster [270]). In letzterem Fall wäre es möglich, 
dass Spezies I mit GSH anstatt von RSSG interagiert [157]. Trotzdem erklärt das Glutathion-
gerüst-Modell nicht, weshalb die meisten Monothiol-Grx in enzymatischen Assays inaktiv sind 
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und warum die Reduktion von ScGrx7-SSG durch GSH viel langsamer als die katalytische 
Umsetzung ist.  
 
 
Abbildung 39: Verfeinerte Modelle des Grx-Katalysemechanismus 
Um den trigonalen, bipyramidalen Übergangszustand einer SN2-Reaktion zu erhalten, ist ein 180 ° Win-
kel zwischen der Disulfidbrücke des Substrats und dem angreifenden Thiolat ideal [270]. Daher ist es 
wahrscheinlich, dass die Enzym-Substrat-Komplexe in ihrer Geometrie eingeschränkt sind und die Glu-
tathionylreste des Disulfidsubstrats und des GSH während der Katalyse unterschiedliche Positionen 
einnehmen, sofern keine Konformationsänderungen stattfinden. a) Im Glutathiongerüst-Modell bleibt der 
Glutathionylrest während der gesamten Katalyse in der Glutathionbindungsstelle gebunden. Das zweite 
Cystein des CxxC-Motivs im aktiven Zentrum kann durch eine andere AS ersetzt werden. b) Im Gluta-
thionaktivator-Modell ist die Interaktion von Grx mit GSH während der reduktiven Halbreaktion für die 
Katalyse am wichtigsten (Schritt 6,7). Das Cystein-Auflösungs-Modell umfasst die Reaktionen R1-R3 
und erklärt den Aktivitätsverlust von Monothiol-Grx und einigen mutierten Dithiol-Grx. Schritt 5 scheint in 
ScGrx8 nicht in nennenswertem Maße stattzufinden. Beide Modelle schließen sich nicht gegenseitig 
aus.  
 
Ein weiterer Punkt der ungeklärt bleibt ist, warum die Mutation eines zweiten Cysteins die Ak-
tivität einiger Grx in vitro extrem verringert oder diese sogar komplett inaktiviert [152, 157, 168, 
267]. Diese Punkte können mit dem Aktivator-Modell in Kombination mit dem Cystein-
Auflösungs-Modell erklärt werden (Abbildung 39b). Der Cysteinthiolatrest der meisten, jedoch 
nicht aller Grx, ist wahrscheinlich sehr reaktiv. Daher ist die oxidative Halbreaktion nicht not-
wendiger Weise von starken Interaktionen, jedoch von der korrekten Orientierung des Disul-
fidsubstrates abhängig (Schritt 1-3). Die Bindung und Aktivierung des schwachen Nucleophils 
GSH (Schritt 6, 7) kann, wie für humanes Grx gezeigt, ausschlaggebend für die Katalyse sein 
[173], und daher können alternative GSH Aktivierungsstellen zu signifikant veränderten enzy-
matischen Aktivitäten führen. So deuten die Messungen in Abbildung 33e und Abbildung 34g 
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darauf hin, dass oxidiertes ScGrx8 im unteren millimolaren Bereich mit GSH halb gesättigt ist, 
während der Km von ScGrx7 für GSH im mittleren mikromolaren Bereich liegt [158], was eine 
Anpassung an die Lokalisation im sekretorischen Stoffwechselweg darstellen kann [157]. 
Die Stabilität des Zwischenprodukts Va in Abbildung 39a ist ein kritischer Punkt im Cystein-
Auflösungs-Modell (Schritte R1-R3). Abgesehen von der Nutzung von nicht-
Glutathionsubstraten (Abbildung 4, Schritt 5) liefert dieses Modell eine alternative Erklärung 
dafür, warum einige Grx ein zweites Cystein behalten haben. Nach der Freisetzung des ersten 
Produkts (Abbildung 39b, Schritt 4) kann die Reaktion entweder ohne Probleme über Schritt 5 
fortgesetzt werden, oder das kovalent gebundene Glutathion kann die GSH-Aktivierungsstelle 
aufgrund der identischen Struktur einnehmen (Spezies Vb). Falls Reaktion R1 in erhöhtem 
Maße stattfindet (z. B. ScGrx8) kann dies aufgrund struktureller Änderungen zur Verlangsa-
mung der kompletten Reaktion führen. Im Fall vieler Monothiol-Grx und ScGrx8C28S könnte 
Reaktion R1 zur Inaktivierung des Proteins führen, wenn das Gleichgewicht stark auf der Seite 
von Spezies Vb liegt. Diese Spezies könnte in vivo einen guten Redoxsensor darstellen [157]. 
Für Dithiol-Grx, wie ScGrx8, oder spezielle Monothiol-Grx, wie ScGrx5 [168], könnte ein zwei-
tes Cystein diese intermolekulare Disulfidbrücke auflösen (Spezies Vc), und das Enzym würde 
in vivo und in vitro in den Katalysezyklus zurück geführt werden. Im Gegensatz zu den meis-
ten Monothiol-Grx scheint Reaktion R1 im HEDS-Assay mit ScGrx7 nicht stattzufinden. Trotz-
dem kann die komplette Entfernung von nichtkovalent gebundenem GSH bei der Reinigung 
von ScGrx7-SSG die Bildung von Spezies Vb fördern. Dementsprechend würde die von GSH 
unabhängige Rückreaktion R1 für die reduktive Halbreaktion von gereinigtem ScGrx7-SSG 
geschwindigkeitsbestimmend werden (Abbildung 34h, j, l) [157]. 
Die vorgestellten Modelle müssen sich nicht gegenseitig ausschließen. Eine Möglichkeit ist, 
dass es mehrere GSH-Interaktionsstellen in jedem Grx gibt, eine Gerüststelle und eine Aktiva-
torstelle. So könnten ein oder zwei Aminosäuren die als Säure-Base-Katalysator fungieren 
ausreichend für die Aktivatorstelle sein und in einigen Monothiol-Grx ersetzt worden sein. Al-
ternativ könnte Spezies V aus Abbildung 39a (Schritt 1-4) die Konformation ändern was zur 
Freisetzung des Glutathion und der Umwandlung dieser Spezies in Spezies V aus Abbildung 
39b führen würde. 
In diesem Fall könnten das Glutathiongerüst- und das Glutathionaktivator-Modell identisch 
sein und beide Halbreaktionen katalysieren. Letztendlich kann das verfeinerte Modell bei der 
Unterscheidung verschiedener Grx-Klassen helfen und als Ausgangspunkt für die genaue 
Definition des Katalysemechanismus von Grx dienen [157]. 
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5 Zusammenfassung 
Kinetoplastiden bilden eine Gruppe von Organismen, die sich wahrscheinlich sehr früh in der 
eukaryotischen Evolution gebildet hat. Erste bioinformatische Untersuchungen des mitochon-
drialen Proteinimports von Kinetoplastiden weisen deutliche Unterschiede zu den vor allem an 
Opisthokonten etablierten Modellen auf. Die auffälligsten Ergebnisse dieser Studien waren 
das Fehlen einiger essentieller Komplexe sowie die rudimentäre Zusammensetzung der ande-
ren bekannten Komplexe. Im ersten Teil dieser Arbeit sollten daher Komponenten der Import-
maschinerie von Leishmania tarentolae identifiziert und der Organismus als Modellsystem des 
mitochondrialen Proteinimports in nicht-Opisthokonten etabliert werden. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden in L. tarentolae zusätzlich zu den wenigen in früheren, bioinformatischen Stu-
dien bestimmten Komponenten des mitochondrialen Proteinimports Homologe von ScErv1, 
den kleinen-Tim-Proteinen sowie eine neue Gruppe von kleinen-Tim-ähnlichen-Proteinen 
identifiziert. Letztere zeichnet sich durch die Abwesenheit der äußeren Disulfidbrücke in den 
Proteinen aus. Die experimentell ermittelte, submitochondriale Lokalisation der Proteine 
LtTob55, LtTim17, LtHsp60, LtErv und LtsTim1 entspricht ihren Homologen in Hefe, wobei 
sowohl LtErv als auch LtsTim1 eine auffällig starke Membranassoziation aufwiesen. Damit 
wurden zum ersten Mal Komponenten aller mitochondrialer Kompartimente eines einzelligen 
Nicht-Opisthokonten experimentell untersucht und als Marker etabliert. Die funktionelle Analy-
se des mitochondrialen Proteinimports in L. tarentolae ergab, dass sowohl die potentiellen 
Substratproteine LtTob55, LtTim17, LtHsp60, LtsTim1 sowie LtErv, als auch die Hefe- und N. 
crassa-Substratproteine NcPorin, NcAAC, ScDLD, NcSu9 und NcTim9 in isolierte Leishma-
nienmitochondrien importiert werden. Dass der Import der L. tarentolae Substrate auch in iso-
lierte Hefemitochondrien gelang, lässt auf eine starke funktionelle Konservierung des mito-
chondrialen Proteinimports trotz der signifikanten strkturellen Unterschiede der Importmaschi-
nerien schließen. Das Mia-Erv-Disulfidtransfersystem in L. tarentolae wurde exemplarisch nä-
her charakterisiert. Dabei wurde kein zu ScMia40 homologes Protein identifiziert. Auch das 
Flavoprotein LtErv weist im Vergleich zu ScErv1 deutliche Unterschiede in Position und Se-
quenz der Cysteinmotive, sowie eine große zusätzliche Kinetoplastiddomäne unbekannter 
Funktion auf. Äquivalent zu ScErv1 ist LtErv eine Thiol-Cytochrom c-Oxidoreduktase und bil-
det Homodimere deren Cysteinmotive spezifisch miteinander interagieren. Eine Komplementa-
tion von ScErv1 durch das Leishmanienprotein ist jedoch trotz der Lokalisation im IMS der 
Hefemitochondrien nicht möglich. Dies deutet auf signifikante Unterschiede im Katalyseme-
chanismus des Erv-Proteins in Leishmanienmitochondrien hin. Für die detaillierte Charakteri-
sierung weiterer Importkomplexe wurden Konstrukte erstellt. Diese Konstrukte wurden erfolg-
reich in L. tarentolae exprimiert und erlauben es die Komplexe zu isolieren und zu charakteri-
sieren. 
Glutaredoxine sind eine funktionell heterogene Gruppe von Redox-Proteinen die eine Thiore-
doxin-Faltung besitzen und üblicherweise als Monomer vorliegen. Sie werden entsprechend 
der Cysteinanzahl im aktiven Zentrum in Monothiol- und Dithiol-Glutaredoxine eingeteilt. In 
Hefe wurden bisher zwei Dithiol-Glutaredoxine sowie drei Monothiol-Glutaredoxine charakteri-
siert. Im zweiten Teil der Arbeit sollten die drei neuen Hefeglutaredoxine ScGrx6, ScGrx7 und 
ScGrx8 bezüglich ihrer Struktur sowie ihrer Enzymaktivität vergleichend charakterisiert wer-
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den. Das Strukturmodell des Dithiol-Glutaredoxin ScGrx8 hat eine typische Glutaredoxinfal-
tung, weist jedoch einige ungewöhnliche Merkmale auf. So ist die Substratbindungsstelle ge-
genüber klassischen Dithiol-Glutaredoxinen deutlich verändert und das Cysteinmotiv im akti-
ven Zentrum weist Ähnlichkeiten zu Trp14 auf. Wie die meisten Glutaredoxine liegt es als Mo-
nomer vor. Im Gegensatz dazu bilden die beiden Monothiol-Glutaredoxine Grx6 und 7 nicht-
kovalent verknüpfte Dimere aus. Die ScGrx6 Dimere sind zum Teil ebenfalls über kovalente 
Bindungen verbunden. Des Weiteren ist ScGrx6 das erste Monothiol-Glutaredoxin für welches 
die direkte Bindung eines Eisen-Schwefel-Clusters nachgewiesen wurde. Die Bindung des 
Eisen-Schwefel-Clusters wird durch reduziertes Glutathion stabilisiert und der Verlust des 
Clusters führt zum Zerfall des Tetramers in Dimere. Alle drei Glutaredoxine sind im Standard-
assay aktiv, womit ScGrx6 und ScGrx7 die ersten in diesem Assay aktiven Monothiol-
Glutaredoxine überhaupt sind. Die Bindung des Eisen-Schwefel-Clusters führt jedoch zum 
Verlust der Aktivität von ScGrx6. Die Steady-State-Kinetiken von ScGrx7 sind denen von Di-
thiol-Glutaredoxinen ähnlich, wobei der apparente kcat ca. drei Zehnerpotenzen höher ist als 
bei ScGrx8. Der apparente Km beider Proteine ist sehr ähnlich. Sowohl ScGrx8 als auch 
ScGrx7 scheinen dem bisherigen Katalysemodell entsprechend nach einem Ping-Pong-
Mechanismus zu reagieren, in dessen Zwischenschritt die Proteine glutathionyliert vorliegen. 
Im Unterschied zu diesem Modell sind jedoch beide Cysteine des aktiven Zentrums von 
ScGrx8 für die Aktivität des Enzyms nötig. Daher wurde ein erweitertes Modell der Katalyse 
von Monothiol- und Dithiol-Glutaredoxinen aufgestellt, das bisher ungeklärte Resultate der 
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